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Resumen
El picudo de la guayaba Conotrachelus psidii Marshall es considerado
como una de las principales plagas del cultivo de la guayaba en Colombia
y en otros países productores como Brasil. Este insecto-plaga se encuentra
ampliamente distribuido en las diferentes zonas de producción de guayaba en
Colombia y causa pérdidas significativas en los departamentos de Santander
y Boyacá.
Este estudio se realizó con el objetivo de identificar los compuestos orgáni-
cos volátiles (VOCs) responsables de las interacciones en el sistema guayaba
Psidium guajava L.- insecto Conotrachelus psidii Marshall. La investigación
implicó tres etapas: en la primera se identificaron los VOCs responsables
de las interacciones planta–insecto e insecto-insecto; en la segunda se eva-
lúo la interacción entre algunos de los VOCs identificados y el picudo de la
guayaba y en la tercera, con base en la atracción de los semiquímicos iden-
tificados, se ensayó una alternativa para la captura del C. psidii en el campo.
Se identificaron tres terpenos volátiles presentes en todos los tejidos re-
productivos de la guayaba evaluados, limoneno, β-cariofileno y copaeno. Es-
tos compuestos fueron cuantitativamente importantes en las fases fenológicas
yema floral y fruto cuajado, en las cuales se ha reportado que llega el C. psi-
dii. Entre los VOCs identificados en la planta, dos fueron también detectados
tanto en los machos como en las hembras de C. psidii, lo cual sugirió su papel
como cairomonas. Adicionalmente, se identificaron el papayanol y el papaya-
nal como compuestos volátiles liberados específicamente por los machos de
C. psidii, lo cual indica que son componentes de su feromona de agregación.
La evaluación de las respuestas electrofisiológicas y de comportamiento
del C. psidii permitió determinar la atracción del insecto hacia algunos de
los VOCs provenientes del hospedero y del propio insecto. Así, se confirmó
la participación del limoneno y el (1R,2S,6R)-papayanol como semioquími-
cos de la especie y se estableció que podrían ser potencialmente usados para
la detección y el monitoreo de los adultos de C. psidii en el campo. Esto
representa una herramienta muy útil para ser incluida dentro del programa
de manejo integrado de esta plaga mediante el uso de semioquímicos.
Palabras clave: Feromona, cairomona, comunicación química.
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Resumo
O bicudo da goiaba Conotrachelus psidii Marshall é considerado uma
das principais pragas do cultivo da goiaba na Colômbia e em outros países
produtores como o Brasil. Esta praga encontra-se amplamente distribuída
nas diferentes zonas de produção de goiaba na Colômbia e causa perdas sig-
nificativas em vários Estados tais como Santander e Boyacá.
Este estudo teve como objetivo identificar os compostos orgânicos volá-
teis (VOCs) responsáveis pelas interações no sistema goiaba Psidium guajava
L. - e o inseto Conotrachelus psidii Marshall. A investigação foi conduzida
em três etapas: na primeira foram identificados os VOCs presentes nas inter-
ações planta-inseto e inseto-inseto; na segunda avaliou-se a interação entre
os VOCs identificados e o inseto C. psidii e na terceira, com base na atração
dos semiquímicos identificados, testou-se uma alternativa para a captura de
C. psidii no campo.
A partir dos resultados obtidos foram identificaram três VOCs presen-
tes em todos os tecidos da goiabeira avaliados, o limoneno, o β-cariofileno
e o copaeno. Estes compostos foram quantitativamente importantes nas fa-
ses fenológicas de gema floral e fruto em fase inicial, nas quais se reportou
chegadado C. psidii. Dos VOCs identificados na planta, dois foram também
detectados tanto nos machos como nas fêmeas de C. psidii, sugerindo se tra-
tar de cairomônios. Foram também identificados o papayanol e o papayanal
liberados especificamente pelos machos de C. psidii, indicando tratar-se pos-
sivelmente dos componentes de seu feromônio de agregação.
A avaliação das respostas eletrofisiológicas e de comportamento do C.
psidii permitiu determinar a atração do inseto para alguns dos VOCs pro-
venientes do hospedeiro e do próprio inseto. A partir destes resultados foi
confirmado a participação do limoneno e o (1R,2S,6R)-papayanol como se-
mioquímicos da espécie, sugerindo serem potencialmente úteis para a dete-
cção e o monitoramento do bicudo da goiaba, C. psidii no campo, como uma
estratégia útil para ser incluída dentro do programa de manejo integrado
desta praga.
Palavras-chave: Feromônio, cairomônio, comunicação química.
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Summary
The guava weevil Conotrachelus psidii Marshall is considered one of the
the greatest pests of the guava in Colombia and in other producing coun-
tries such as Brazil. This pest is widely distributed in the different areas of
production of guava in Colombia and causes significant losses in Santander
and Boyacá, in which guava is a very important crop.
This study was carried out with the aim of identifying the volatile or-
ganic compounds (VOCs) involved in the interaction of the system guava
Psidium guajava L.- insect Conotrachelus psidii Marshall. The research in-
volved three stages: the VOCs responsibles of the interactions plant-insect
and insect-insect were identified, then the interaction between the identified
VOCs and the guava weevil was evaluated and finally an alternative for the
capture of C. psidii was tested in the field, based on the attraction towards
the identified semiochemicals.
Three terpenic volatiles were present in all of the guava reproductive tis-
sues, limonene, β-caryophyllene and copaene being quantitatively important
in flower bud and fruit setting, the two guava stages when C. psidii is com-
monly found. Among identified compounds, two guava VOCs were detected
in both male and female insects, this suggesting a possible role as kairomones
for C. psidii host plant finding. Additionally, two male-specific guava weevil
VOCs: papayanol and papayanal were identified as potential to be pheromo-
ne components.
The C. psidii behavioral and electrophysiological responses allowed es-
tablishing the insect attraction to some of the VOCs from the host and
their conspecifics. Thus, the participation of limonene and the (1R,2S,6R)-
papayanol as C. psidii semiochemicals was confirmed and its potential use
for detection and monitoring of the guava weevil was established. These re-
sults represent a very useful tool to be included as a part of the integrated
management program of this pest through the use of semiochemicals.
Key words: Pheromone, kairomone, chemical communication.
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Glosario y abreviaturas
Aleloquímico: Semioquímico (vide infra) que media una interacción entre
dos individuos que pertenecen a especies diferentes [Dicke & Sabelis,
1988].
Cairomona: Aleloquímico de un organismo (organismo 1) que al entrar
en contacto con individuos de otras especies (organismo 2), provoca
en el receptor una respuesta comportamental o fisiológica favorable
adaptativamente para el organismo 2, pero no para el organismo 1
[Dicke & Sabelis, 1988].
Coespecífico: Organismo miembro de la misma especie.
CG: Cromatografía de gases.
CG-EAD: Cromatografía de Gases Acoplada a Electroantenografía.
CG-EM: Cromatografía de Gases Acoplada a Espectrometría de Masas.
EAG: Electroantenograma.
EM: Espectrometría de Masas.
Estridor: Sonido agudo producido por los machos de C. psidii, desapacible
y chirriante.
Feromona: Semioquímico (vide infra) que media la interacción entre orga-
nismos de la misma especie.
FID: Detector de ionización por llama, por su sigla en inglés.
Headspace: Técnica a partir de la cual se pueden determinar indirecta-
mente compuestos volátiles en muestras líquidas o sólidas, mediante el
análisis de la fase vapor que está en equilibrio termodinámico con la
muestra en un sistema cerrado [Freiría et al., 1998].
HSD: Headspace Dinámico.
HS-MEFS: Extracción por Headspace-Microextracción en Fase Sólida.
IE: Ionización Electrónica.
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IQ: Ionización Química.
IR: Índice de Retención.
Infestación: Invasión de un organismo vivo por agentes parásitos externos
o internos.
MIP: Manejo Integrado de Plagas. Mecanismo por el cual se evalúan y
consolidan, en un programa unificado, todas las técnicas de control
disponibles con el fin de manejar las poblaciones de plagas [Barrera &
Montoya, 2006,Cokl & Millar, 2009].
RMN: Resonancia Magnética Nuclear. RMN-1H: Protónica; RMN-13C: Car-
bono 13.
Semioquímico: Sustancia química que transmite información en una inter-
acción entre dos individuos, provocando en el receptor un comporta-
miento o una respuesta fisiológica [Dicke & Sabelis, 1988].
Tritrófico: Sistema en el cual las interacciones son complejas y mediadas
de forma física, química o semioquímica.
VOCs: Compuestos Orgánicos Volátiles, por su sigla en inglés. Compues-
tos que poseen bajos pesos moleculares y altas presiones de vapor a
temperatura ambiente [Dudareva et al., 2013].
Capítulo 1
Introducción
Uno de los grandes retos que enfrenta la agroindustria de la guayaba en
Colombia está asociado con la presencia de varias plagas, entre las cuales
es de especial importancia el picudo Conotrachelus psidii Marshall [Insuasty
et al., 2007,Delgado, 2012,Machuca, 2014]. Esta plaga tiene un gran impac-
to económico en la producción de guayaba, la cual se consume en fresco en
todo el país y tiene como su principal uso agroindustrial la fabricación de
bocadillo [ASOHOFRUCOL, 2014].
El picudo C. psidii, desarrolla su estado larvario alimentándose del fruto
de la guayaba. Esto ocasiona que la fruta se petrifique y madure prematu-
ramente, lo cual le confiere un aspecto desagradable que causa rechazo en el
mercado ya que los frutos producidos no resultan aptos ni para el consumo
directo ni para su uso industrial [Monroy & Insuasty, 2006]. Existen estudios
que estiman que la pérdida de fruto en algunas regiones puede llegar a ser
hasta de un 90% de la producción [Insuasty et al., 2007]. El problema tam-
bién se ha identificado en otros países productores tales como Brasil [Bailez
et al., 2003,Silva-Filho, 2005,Silva-Filho et al., 2007,Silva-Filho et al., 2012],
México [Gaona et al., 2008,Tafoya et al., 2010,Tafoya et al., 2011], Venezue-
la [Boscán & Cásares, 1980] y Perú [Vásquez et al., 2002].
En Colombia y en Brasil se han desarrollado investigaciones dirigidas
hacia tres objetivos. Primero, establecer la biología, ecología y comporta-
miento del insecto [Bailez et al., 2003, Pedraza, 2005, Monroy & Insuasty,
2006,Silva-Filho et al., 2007,Machuca, 2014]; segundo, la búsqueda de alter-
nativas para el manejo y control de la plaga en cultivos de guayaba [Insuasty
et al., 2007, Delgado, 2012] y tercero, identificar la respuesta olfativa del
insecto frente a diferentes partes de la planta [Silva-Filho, 2005, Silva-Filho
et al., 2012]. Pero a pesar de los esfuerzos, hasta el momento no se ha logrado
un manejo eficiente de este insecto-plaga.
En la naturaleza todos los seres vivos producen sustancias para su co-
municación o en respuesta a factores externos, esto conjugado con el cono-
cimiento que se tiene sobre la conducta de insectos-plaga sugiere que los
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compuestos orgánicos volátiles (VOCs), de la planta hospedera y del insec-
to, determinan su comportamiento. Debido a esto, en este estudio se busco
identificar químicamente los VOCs responsables de las interacciones planta-
insecto e insecto-insecto que podrían servir como base para construir una
propuesta que contribuya al manejo fitosanitario de esta plaga.
Estos VOCs pueden actuar como atrayentes o repelentes, o para estimular
o inhibir la alimentación, e inclusive para inducir o impedir el apareamiento
de los insectos. También pueden emplearse para atraer otros insectos bené-
ficos tales como parasitoides o depredadores [Dicke & Sabelis, 1988,Metcalf,
1998,Hilker & Meiners, 2011,Tewari et al., 2014].
Esta investigación surgió a partir del programa «Desarrollo de produc-
tos funcionales promisorios a partir de la guayaba para el fortalecimiento
de la cadena productiva» desarrollado por la Universidad Nacional de Co-
lombia [Morales & Melgarejo, 2010], en el cual se visualizó la necesidad de
contribuir al manejo de plagas en el cultivo de guayaba con el objeto de
asegurar la producción de fruta con calidad fitosanitaria y así disponer de
materia prima para la obtención de productos procesados.
Para confirmar la hipótesis se planteó como objetivo general estudiar la
influencia de los VOCs en el ataque del picudo C. psidii Marshall. El cum-
plimiento de este objetivo implicó que la investigación se desarrollara en tres
etapas: En la primera, como prerequisto fundamental, se identificaron los
semioquímicos que podrían mediar la comunicación del C. psidii, tanto las
cairomonas de la guayaba, como la feromona de agregación del insecto. En
la segunda se evalúo la interacción entre los compuestos identificados y el C.
psidii y en la tercera se ensayó la capacidad de los compuestos para atraer
insectos adultos de C. psidii bajo condiciones de campo.
La organización de este documento responde a las tres etapas menciona-
das, aunque primero se dedica un capítulo a describir los conceptos generales
involucrados en la ecología química del sistema Psidium guajava L. - C. psi-
dii. En los capítulos 3 y 4 se presenta la identificación de los VOCs de cinco
fases fenológicas de la guayaba y de los componentes de la feromona de agre-
gación del insecto, respectivamente. En el capítulo 5 se muestra la evaluación
de las respuestas electrofisiológicas y de comportamiento del C. psidii frente
a algunos de los VOCs previamente identificados y finalmente, en el capítulo
6, se incluyen los resultados de una evaluación preliminar del uso de algunos
de los semioquímicos identificados como atrayentes del C. psidii en condi-
ciones de campo. El documento termina con el planteamiento de algunas
conclusiones generales, así como de las perspectivas más relevantes genera-
das a partir de los resultados obtenidos.
Introducción 3
Esta investigación recibió el Premio para las Mujeres en la Ciencia 2013
otorgado por L′Oréal Foundation−UNESCO y fue realizada con el apoyo
finaciero de las siguientes entidades: Colciencias, Banco de la República, Di-
rección de Investigación de la Sede Bogotá de la Universidad Nacional de
Colombia, y el Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia (INCT, Brasil).
Para su desarrollo contó con la colaboración de algunos productores de gua-
yaba de los municipios de Puente Nacional, Moniquirá y Vélez de la región
de la hoya del río Suárez en Colombia y de los municipios de Itirapina y
Valinhos en el estado de São Paulo, Brasil.
4 Alicia Romero Frías
Capítulo 2
Estado del arte
En este capítulo se presenta la revisión bibliográfica relacionada con los
conceptos generales que fueron necesarios para el desarrollo de esta tesis doc-
toral. En primer lugar se definen las interacciones mediadas por semioquími-
cos, y se muestra cómo se realiza el análisis y la identificación de los mismos.
Luego se presenta la aplicación de estos conceptos en el manejo integrado de
plagas. Adicionalmente se presentan algunas características agronómicas y
fisiológicas del cultivo de la guayaba (Figura 2.1) y se describe la ecología, el
comportamiento, la incidencia y formas de manejo del picudo de la guayaba
Conotrachelus psidii Marshall.
Figura 2.1: Árbol de guayaba Psidium guajava L. en el municipio de Vélez, San-
tander, Colombia. Foto: E. Daza.
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2.1. Semioquímicos en interacciones ecológicas
Todos los organismos utilizan la información del medio que ellos per-
ciben para incrementar su bienestar, por ejemplo para localizar fuentes de
alimento o evadir depredadores. Parte de la información sobre las condiciones
ambientales se encuentra disponible en forma de señales químicas, la cual es
particularmente importante para los insectos. Los compuestos químicos res-
ponsables de las interacciones, ya sean las que se dan dentro de una misma
especie (intraespecíficas) o las que se producen entre organismos de especies
distintas (interespecíficas), se conocen con el nombre de semioquímicos [Age-
lopoulos et al., 1999].
En general los semioquímicos son VOCs detectados por el olfato del in-
secto. Para entender los pasos básicos de la reacción en cadena involucrada
en la percepción olfativa es necesario comprender la comunicación química
producida por los semioquímicos, que son liberados por un emisor biótico o
abiótico (Figura 2.2). Estos compuestos llegan a través del aire hasta el epite-
lio olfativo del insecto al cual pueden unirse por medio de proteínas y generar
una señal eléctrica, traducida como una percepción en el sistema nervioso
central. La percepción de un semioquímico puede producir comportamientos
fisiológicos en el insecto. Algunos factores internos tales como la edad y el
género del emisor así como factores externos como la hora, época del año, y la
temperatura pueden influir sobre la emisión de los semioquímicos [Klaschka,
2009].
Figura 2.2: Modelo de la reacción en cadena de la comunicación química mediada
por semioquímicos. Adaptado de [Klaschka, 2009].
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El estudio de los compuestos químicos que median las interacciones entre
insectos de la misma especie (feromonas) o de especies diferentes (aleloquí-
micos), como la interacción planta-insecto, constituye uno de los campos de
mayor desarrollo de investigación en ecología química, ya que la generación
de información química se considera un factor clave que media las inter-
acciones ecológicas y de comportamiento entre insectos y plantas [Reddy &
Guerrero, 2004]. En los últimos años, múltiples esfuerzos se han dirigido para
establecer el papel de la información química en la biología de los artrópodos.
Entre los ejemplos mejor estudiados de las interacciones bióticas me-
diadas por los VOCs de las plantas se encuentra la atracción de los insectos
polinizadores. Las mezclas de VOCs emitidos son recibidos como señales quí-
micas por organismos a diferentes niveles tróficos, lo cual genera un sistema
de comunicación complejo entre las plantas y asociaciones de polinizadores,
insectos herbívoros, y sus parásitos y depredadores [Unsicker et al., 2009,Dic-
ke & Baldwin, 2010]. Los VOCs producidos por las plantas y los insectos
influyen en sus conductas de respuesta, determinan el comportamiento, su-
pervivencia y desarrollo de los mismos, así como también participan en el
funcionamiento del ecosistema debido a que todas las especies interactúan
entre sí [Vet & Dicke., 1992,Steidle & Loon., 2003,Maffei, 2010].
2.2. Análisis e identificación de semioquímicos
Uno de los principales retos al realizar estudios de ecología química de
VOCs provenientes de plantas e insectos ha sido detectarlos instrumental-
mente de manera que a partir de su identificación sea posible elucidar su
papel individual cuando se encuentran en mezclas [Tholl et al., 2011]. Dada
la dificultad que representa la alta volatilidad de los VOCs provenientes de
plantas e insectos, se han utilizado técnicas analíticas de extracción, tanto
estáticas como dinámicas para su captura eficiente en el medio ambiente cir-
cundante del organismo de interés.
La recolección de las muestras por «headspace» o espacio de cabeza en
conjunto con los análisis por cromatografía de gases y espectrometría de
masas constituyen una herramienta útil para el estudio de los VOCs. Los
avances recientes en la automatización de los análisis han permitido el mo-
nitoreo de cambios rápidos en las emisiones de VOCs y han facilitado los
estudios in vivo de su biosíntesis [Tholl et al., 2011].
A continuación se presenta una breve revisión de los métodos empleados
para el análisis de los VOCs de plantas e insectos, y se resumen las metodo-
logías más utilizadas para evaluar las respuestas olfatométricas y electrofi-
siológicas de los insectos.
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Todos los métodos empleados para el análisis de los VOCs buscan obtener
un perfil fiel a la realidad de la mezcla de compuestos emitidos por el orga-
nismo de interés. Sin embargo la elección del sistema que debe ser utilizado
en un experimento particular para recolectar y analizar los compuestos vo-
látiles depende del problema biológico para resolver. Lo primero que se debe
establecer es si los VOCs deben ser analizados en organismos que han crecido
bajo condiciones de laboratorio o en su hábitat natural. Para el campo se
requieren equipos simples, portátiles y robustos, en contraste con los equipos
de laboratorio que pueden incluir un sistema de toma de muestra asistida
por un computador, así como diferentes dispositivos para reducir la contami-
nación y controlar la temperatura, la intensidad luminosa, el fotoperíodo y
la humedad relativa. Dependiendo de la especie investigada, las velocidades
de emisión de los VOCs pueden variar significativamente, así como el tipo de
los instrumentos que hay que emplear para su análisis. Para propósitos ana-
líticos, extractos con concentraciones del orden de partes por millón (ppm)
permiten analizar los compuestos mientras que para los bioensayos es nece-
sario disponer de cantidades mayores [Tholl et al., 2006,Ormeño et al., 2011].
2.2.1. Toma de muestras de VOCs
Para la toma de muestras de VOCs provenientes de diferentes organismos,
es común emplear como técnica de muestreo el método conocido como espa-
cio de cabeza (headspace en inglés), el cual es un método no destructivo que
utiliza un adsorbente de amplio espectro. Los elementos empleados para las
capturas de VOCs deben estar libres de materiales adsorbentes que retengan
compuestos que puedan contaminar el sistema e interferir con el análisis de
los compuestos volátiles [Tholl et al., 2006]. A continuación se describen dos
variantes del método, conocidas como espacio de cabeza estático y dinámico.
Espacio de cabeza estático
Para el muestreo mediante la técnica de espacio de cabeza estático, el
organismo o sus partes son encerradas en un recipiente y los VOCs emitidos
se atrapan sobre un adsorbente específico. El aire que rodea el organismo se
encuentra estático, es decir, sin circular en la cámara. Los VOCs se recolec-
tan sobre la matriz adsorbente sin tomar muestras de un flujo continuo de
aire que puede enmascarar la detección de los VOCs menos abundantes, lo
cual indica que este método es conveniente para la captura de los VOCs que
son emitidos en más bajas concentraciones.
Un avance importante para el método de espacio de cabeza estático fue
el desarrollo de la microextracción de fase sólida (HS-MEFS), que es un mé-
todo rápido y simple para capturar VOCs en cantidades en el rango de los
ppb (partes por billón). La HS-MEFS se basa en la adsorción de compuestos
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volátiles sobre una fibra inerte cubierta con diferentes tipos de adsorbentes
(Tabla 2.1) y su posterior desorción al interior de un cromatográfo de ga-
ses para su análisis [Pawliszyn, 1997,Ouyang & Pawliszyn, 2008,Pawliszyn,
2012].
Tabla 2.1: Algunos ejemplos de tipos de fibras utilizadas en HS-MEFS [Sigma-
Aldrich., 2014].
Tipo de analito Fibra recomendada
Gases y compuestos de bajo peso
molecular (PM 30-225)
75 µm/85 µm Carboxen / Po-
lidimetilsiloxano
VOCs (PM 60-275) 100 µm Polidimetilsiloxano
VOCs en general, aminas y com-
puestos nitro-aromáticos (PM 50-
300)
65 µm Polidimetilsiloxano /
Divinilbenceno
VOCs polares (PM 80-300) 85 µm Poliacrilato
Compuestos no polares con alto peso
molecular (PM 125-600) 7 µm Polidimetilsiloxano
VOCs no polares (PM 80-500) 30 µm Polidimetilsiloxano
Alcoholes y compuestos polares (PM
40-275) 60 µm Carbowax (PEG)
La fibra se aloja dentro de la aguja de una jeringa modificada y los com-
puestos volátiles pueden ser muestreados por la inserción de la aguja a través
de un sello al recipiente usado en la recolección de los VOCs, luego la fibra
es expuesta al espacio de cabeza (Figura 2.3). Después de alcanzar el tiempo
de equilibrio entre la fibra y la muestra que contiene los VOCs, la fibra es
retraída dentro de la aguja y se transfiere al cromátografo de gases para ser
directamente desorbida por efecto térmico. Las fibras para HS-MEFS pueden
ser empleadas hasta 100 veces, si se utilizan con precaución. La desorción
térmica de los VOCs de la fibra elimina la necesidad de usar solventes que
pueden contener impurezas, las cuales pueden llegar a interferir con el análi-
sis de las muestras. Para seleccionar la polaridad y el espesor de la cubierta
de la fibra, se deben probar compuestos de diferente polaridad e intervalo de
volatilidad. La cantidad de compuesto adsorbido por la fibra para HS-MEFS
no sólo depende del espesor de la cubierta de la fibra sino de la constante de
reparto del analito, la cual generalmente se incrementa con su peso molecular
y su punto de ebullición.
Para obtener resultados cuantitativos reproducibles, la fibra y la muestra
deben alcanzar el equilibrio, en el cual la cantidad de analito removido de
la fibra es proporcional a la concentración del compuesto en la muestra. El
tiempo de equilibrio depende de la volatilidad y polaridad del analito, de las
propiedades del adsorbente y de otros parámetros como la temperatura y la
agitación (en muestras líquidas). Se han realizado numerosos estudios en los
cuales se ha empleado HS-MEFS para el análisis de un intervalo amplio de
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Figura 2.3: Montaje empleado para la toma de muestras por medio de espacio de
cabeza estático (HS-MEFS). Adaptado de [Tholl et al., 2006].
VOCs en muestras de alimentos, aire, suelo y aguas. Las aplicaciones bioló-
gicas de esta técnica incluyen el análisis de los VOCs provenientes de plantas
completas, flores y tejidos [Flamini et al., 2002,Rohloff & Bones, 2005, Sha
et al., 2004]. A pesar de las bondades de esta técnica se pueden presentar
algunas desventajas como por ejemplo que se acumule humedad y calor en
el espacio de cabeza -especialmente cuando las muestras son tomadas bajo
iluminación- y estas condiciones pueden interferir con los procesos fisioló-
gicos y afectar la emisión de los VOCs. Además, hay que tener en cuenta
que por medio de la HS-MEFS se realiza una adsorción selectiva de com-
puestos dependiente del adsorbente usado, lo cual también puede constituir
una limitante del método. Otro inconveniente es que la cantidad retenida
en la fibra puede ser insuficiente para realizar la elucidación estructural de
los compuestos desconocidos que se capturen debido a la saturación de la
fibra [Ouyang & Pawliszyn, 2008,Pawliszyn, 2012].
Espacio de cabeza dinámico
La técnica con el espacio de cabeza dinámico (HSD) es la metodología
más frecuentemente usada en todas las áreas en las cuales se utiliza el análisis
de los VOCs. En este método de toma de muestra, un flujo de aire conti-
nuo fluye a través de un recipiente que contiene la muestra y los analitos
son arrastrados para ser atrapados sobre adsorbentes a medida que el gas
circula, esto permite aumentar la cantidad de VOCs atrapados para realizar
su detección y posterior análisis instrumental (Figura 2.4). Los problemas
presentados con el método de espacio de cabeza estático, tales como el in-
cremento en la temperatura o la humedad, son eliminados por la corriente
constante de aire. Sin embargo, se debe asegurar una entrada de aire lim-
pia para evitar la interferencia que pueden causar las impurezas durante los
diferentes pasos analíticos involucrados.
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Figura 2.4: Sistemas empleados para atrapar VOCs por medio de espacio de cabeza
dinámico. (a) Toma de muestra simple: toda la planta se encierra en una cámara,
(b) toma de muestra de una sola parte de la planta, (c) toma de muestra con sistema
«push-pull», el cual posee una entrada y una salida del flujo de aire, (d) sistema
«push-pull» modificado para la toma de muestra de una sola parte de la planta.
Adaptado de [Tholl et al., 2006].
Para este método, también existe un amplio número de materiales ad-
sorbentes disponibles (Tabla 2.2) y se dispone de revisiones que guían sobre
su elección y aplicaciones [Raguso & Pellmyr, 1998, Dettmer & Engewald,
2002,Dafni et al., 2005]. El material adsorbente usualmente es empacado en
tubos de vidrio o metal entre fibra de vidrio en capas de 2-50 mm. Durante la
toma de muestra, el aire que contiene los VOCs pasa a través del adsorbente
a una velocidad de flujo fija. Los VOCs atrapados pueden ser extraídos de
la matriz adsorbente mediante el empleo de solventes puros o mezclas de
solventes orgánicos de bajo punto de ebullición.
Materiales adsorbentes de alta estabilidad térmica tales como el tenax
y el carbón activado pueden ser utilizados para hacer desorción térmica de
VOCs, como una alternativa a la extracción con solventes. El principal pro-
blema que presentan los materiales adsorbentes es la adsorción incompleta de
los VOCs. Por ejemplo, las matrices basadas en carbón tienen afinidades muy
específicas por algunos de los VOCs; estos materiales atrapan efectivamente
VOCs de baja polaridad y bajo peso molecular pero son ineficientes para
adsorber VOCs con características opuestas. Cuando se recolectan mezclas
complejas de VOCs puede requerirse el empleo de más de un tipo de adsor-
bente. Esto puede lograrse mediante el empleo de un adsorbente multicapa,
en el cual matrices con características diferentes de retención se colocan en
serie.
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Tabla 2.2: Algunos tipos de adsorbentes utilizados en el headspace dinámico. To-
mado de [Dafni et al., 2005].
Material Características
Porapak Q Copolímero de etilvinilbenceno-divinilbenceno.
Alta área superficial.
Sensible a la luz.
Hayesep D Copolímero de divinilbenceno.
Alta área superficial.
Relativamente inerte.
Hidrofóbico.
Super Q Polímero de acrilato de sodio.
Resistente al vapor de agua.
Muy costoso.
Tenax TA Resina de óxido de 2,6-difenilo.
Área superficial variable.
Poco eficiente.
Carbotrap Carbón activado.
Buen adsorbente.
Estabilidad térmica.
Económico.
Requiere gran cantidad de solventes para la extracción.
ORBO-32 Carbón activado.
Alta área superficial.
2.2.2. Separación y análisis de los VOCs
Los VOCs atrapados en matrices adsorbentes se analizan por la técni-
ca de cromatografía de gases (CG). Para propósitos analíticos, los VOCs se
separan utilizando columnas con diferentes fases estacionarias, tales como
dimetil polisiloxanos no polares (DB-1, DB-5, CPSil 5) y polímeros de poli-
entilenglicol, incluyendo FFAP, Carbowax, DB-Wax y HP-20M. Después de
la separación sobre la columna de GC, los compuestos volátiles pueden ser
analizados usando diferentes detectores. El detector de ionización por llama
(FID) es usado generalmente para el análisis cuantitativo, debido a su amplio
rango lineal, su estabilidad en la respuesta y su alta sensibilidad con límites
de detección del orden de picogramos a nanogramos por compuesto. Otro
detector utilizado para el análisis de VOCs es el detector de fotoionización
(PID), el cual es considerablemente más sensible que el FID en la presencia
de dobles enlaces reactivos. Sin embargo, el detector de espectrometría de
masas es el más usado en el análisis de volátiles de plantas, ya que propor-
ciona información estructural.
Para la identificación de los compuestos, se requiere al menos determinar
los índices de Kovats en dos columnas con polaridades distintas y verificar
el compuesto de interés por EM con un estándar. Además de la identifica-
ción de la estructura básica de los VOCs, es recomendable determinar la
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configuración absoluta y la distribución enantiomérica en el evento de que
existan centro quirales, ya que estas pueden ser significativas en el papel de
las señales químicas [Ragunathan et al., 1999, Granero et al., 2004]. El si-
guiente procedimiento es recomendado para identificar inequívocamente los
VOCs [Molyneux & Schieberle, 2007]:
i) Los espectros de masas obtenidos por ionización electrónica (EM-IE) o
ionización química (EM-IQ) y los índices de retención deben ser deter-
minados en al menos dos columnas diferentes con fases estacionarias
de polaridades distintas.
ii) Los resultados obtenidos deben ser comparados con los espectros de
masas y los índices de retención de los compuestos de referencia. Si se
utilizan los datos de la literatura, debe corroborarse que los espectros
de masas y los índices de retención hayan sido determinados mediante
el uso de compuestos de referencia. En este caso la referencia debe ser
citada. Si un compuesto se encuentra comercialmente disponible, los
datos deben ser revisados en el laboratorio del autor, particularmente
si se presentan isómeros geométricos o de posición.
iii) Para los compuestos quirales, los índices de retención de los correspon-
dientes estereoisómeros deben ser determinados con el uso de sustancias
de referencia, si es el caso separadas en columnas quirales.
iv) Si se detecta un compuesto nuevo, una propuesta de estructura de-
be derivarse de toda la información obtenida por espectrometría de
masas y luego confirmarse por análisis espectroscópicos de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) del compuesto sintético.
2.2.3. Evaluación de la respuesta de los insectos
La percepción mediante el olfato es un proceso de gran importancia para
los insectos porque está relacionado con los patrones de comportamiento más
importantes como son la alimentación, la búsqueda de pareja y la oviposición.
Por ejemplo se ha enfatizado la importancia de la percepción de determina-
das sustancias volátiles provenientes de las plantas para la orientación hacia
los sitios de oviposición en lepidópteros monófagos y oligófagos [Ramaswamy,
1988,Renwick & Chew, 1994,Hilker & Meiners, 2011]. El estudio de los me-
canismos implicados en la localización de los diferentes recursos por parte de
insectos fitófagos con algún grado de especialización es de gran importancia
para entender la ecología y la evolución de las interacciones entre plantas
e insectos [Murlis et al., 1992]. Estos procesos pueden ser estudiados en el
laboratorio mediante el uso de olfatómetros (Figura 2.5) y túneles de viento,
los cuales son equipos diseñados para evaluar y medir la capacidad de los
animales para percibir diferentes VOCs y sustancias dispersas en el aire.
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Figura 2.5: Esquema de los olfatómetros de tubo en ‘Y’ y de flujo de aire de cuatro
vías. Tomado de [López-Ávila & Rincón, 2006].
Se diferencian dos tipos generales de diseño para los olfatómetros: los de
flujo de aire y los de aire estático. Los primeros se usan en estudios enca-
minados a la detección y medición de respuestas de atracción de insectos a
señales olfativas emitidas en distancias largas y medianas, mientras los ol-
fatómetros de aire estático se usan para medir respuestas quimiotáctiles u
olfativas a cortas distancias o en situaciones en donde las señales químicas se
difunden en el espacio sin necesidad de ser transportadas por una corriente
forzada de aire.
Los olfatómetros de flujo de aire requieren de un sistema que permita
la circulación continua de aire dentro del dispositivo. Los diseños para este
tipo de olfatómetro son muy diversos; sin embargo, pueden diferenciarse tres
modelos básicos: túnel de viento, tubo en ‘Y’, y de cuatro vías.
El túnel de viento consiste en una cámara alargada con la fuente de olor
en uno de los extremos y una corriente de aire que pasa por ésta y se dirige
hacia el otro extremo, en donde se ubican los insectos, usualmente se em-
plean para insectos voladores. Los olfatómetros de tubo en ‘Y’ son los más
comunes. En éstos, los insectos tienen la posibilidad de elegir entre aire car-
gado de olor (tratamiento) y aire libre de olor (control) o entre dos fuentes
de olor distintas. Los olfatómetros de flujo de aire de cuatro vías consisten
esencialmente de una cámara principal con cuatro brazos equidistantes uno
del otro. El aire fluye hacia la cámara principal simultáneamente a través de
los cuatro brazos, que a su vez están conectados a los respectivos recipientes
que contienen los aromas que se quieren evaluar. Los insectos son ubicados
en el centro de la cámara desde donde pueden elegir por la corriente más
atractiva. El diseño de olfatómetros de flujo de aire de cuatro vías se ha uti-
lizado para el estudio de respuestas de atracción de insectos pequeños y de
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baja o nula capacidad de vuelo como áfidos y algunos dípteros [López-Ávila
& Rincón, 2006].
Una alternativa a la olfatometría es evaluar la respuesta electrofisiológi-
ca de los insectos. Esta se mide a través de la electroantenografía y permite
detectar mediante una señal eléctrica, cuando un VOC es detectado por el
insecto. La mayor parte de las referencias sobre la aplicación de la técni-
ca electroantenográfica están relacionadas con lepidópteros, ya que han sido
aplicadas principalmente al estudio de feromonas sexuales. Para los coleóp-
teros, los estudios se refieren principalmente a feromonas de agregación y
cairomonas [Bruce et al., 2005,Sanchez-Osorio et al., 2007].
La habilidad de las antenas de los insectos para producir potenciales
eléctricos cuando son estimuladas con VOCs fue demostrada por Schnei-
der [Schneider, 1957]. El denominado electroantenograma (EAG) puede ser
obtenido a partir de electrodos colocados en la hemolinfa de un insecto entre
la base y la punta de la antena. El electroantenograma representa una su-
perposición de potenciales receptores provenientes de células sensoriales con
especificaciones diferentes. Cuando la antena es estimulada con compuestos
aislados, la amplitud de la señal de un EAG correlaciona con la concentra-
ción de la sustancia aplicada.
La alta sensibilidad y selectividad de los receptores olfativos del insecto
permiten instrumentalizar la detección electroantenográfica que en conjunto
con una separación por cromatrografía de gases se constituye en una técni-
ca analítica muy valiosa. Esta técnica es usada predominantemente por los
ecologistas químicos con el objetivo de investigar la interrelación entre los in-
sectos y su ambiente [Weissbecker et al., 2004,Onagbola & Fadamiro, 2011].
Frecuentemente la detección electroantenográfica (EAD) es usada en para-
lelo a un detector de ionización de llama (FID) como una técnica acoplada
(CG-FID/EAD). Cuando se analizan muestras de composición desconocida,
adicionalmente al sistema se acopla a espectrometría de masas [Bruce et al.,
2005,Toshova et al., 2010,Onagbola & Fadamiro, 2011,von Hoermann et al.,
2011].
2.3. Semioquímicos en el manejo de insectos-plaga
De acuerdo con la Sociedad Internacional de Ecología Química, la Ecolo-
gía Química se define como «El estudio de la estructura, función y biosíntesis
de productos naturales, su origen evolutivo y su aplicación a las necesidades
sociales» [ISCE, 2014]. Así, la ecología química estudia el papel de los se-
mioquímicos en el transporte de mensajes que regulan el comportamiento
intraespecífico, por medio de las feromonas que regulan el comportamiento
sexual, colonial y social, y a través de las alomonas y cairomonas, que favore-
cen al productor y al receptor, respectivamente [Metcalf, 1998]. Verschaffelt
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(1910) exploró por primera vez la interacción entre los metabolitos secunda-
rios de las plantas y las preferencias por sus insectos hospederos y demostró
la participación de los glucosinolatos como aleloquímicos en las interacciones
insecto-planta hospedera. A partir de este estudio se dió inicio a la teoría
de la coevolución, que hace referencia al fenómeno de adaptación evolutiva
mutua producida entre dos o varias especies de seres vivos como resultado
de su influencia recíproca por relaciones como la simbiosis, el parasitismo, la
competencia, la polinización, el mimetismo o las interacciones entre presa y
depredador [Verschaffelt, 1910,Ahmad., 1983].
La identificación de la feromona sexual de la mariposa de la seda ((E,Z )-
10,12-hexadecadien-1-ol [Butenandt et al., 1959]), la cual es liberada por las
hembras de Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) para atraer a los ma-
chos de la especie, dió el inicio al estudio de la ecología química como una
disciplina científica [Heuskin et al., 2011]. Esta se enfocó en la elucidación del
origen, función e importancia de los semioquímicos en las interacciones entre
organismos. La ecología química ha desempeñado un papel fundamental en
el desarrollo de estrategias sustentables para el manejo de plagas [Witzgall
et al., 2010,Tewari et al., 2014].
Los semioquímicos, en particular las feromonas, han sido ampliamente
utilizados para el manejo integrado de plagas (MIP), con la ventaja de no
ser tóxicas ni para los humanos ni para los artrópodos [Agelopoulos et al.,
1999]. Las feromonas han sido empleadas como parte de los programas de
manejo integrado para el control de plagas, usándolas indirectamente para
el monitoreo o directamente para manipular las poblaciones de plagas [Grif-
fiths et al., 1991,Tewari et al., 2014]. Estas pueden ser aplicadas a patógenos
fúngicos, insectos depredadores o parasitoides [Pickett, 1988, Pernal et al.,
2005,Saleh & Chittka, 2006].
En América Latina, existen muchas compañías dedicadas a la producción
de biopesticidas, principalmente hongos entomopatógenos y antagonistas mi-
crobianos, pero muy pocas producen semioquímicos. En Colombia hay cerca
de una docena de empresas, las cuales hasta ahora sólo han enfocado sus
esfuerzos a la producción comercial de hongos contra plagas en productos de
exportación [Rodríguez & Niemeyer, 2005].
La industria de semioquímicos y agentes de control en América Latina
aún es incipiente, y su bajo desarrollo se debe a los altos costos de producción
de estos agentes en comparación con el precio de los plaguicidas químicos
genéricos. Sin embargo, las investigaciones sobre el uso de feromonas en
América del Sur se han incrementado en los últimos años. Sus objetivos se
han enfocado principalmente en la caracterización de las feromonas de espe-
cies nativas, las cuales incluyen ordenes tales como Lepidoptera, Coleoptera,
Heteroptera e Himenoptera [Bergmann et al., 2009].
Estado del arte 17
2.3.1. Cairomonas en insectos-plaga
Los insectos herbívoros se reconocen por utilizar los VOCs de las plantas
(cairomonas) para localizar sus fuentes de alimento [Visser, 1986]. Cuando
los insectos herbívoros se alimentan de una planta, se produce un daño ce-
lular y se liberan VOCs en el lugar en el cual se produce la herida [Dicke
et al., 1990]. La cantidad de VOCs liberada por las plantas infestadas puede
afectar la respuesta del insecto herbívoro a la planta. Esta respuesta a una
fuente de información depende del estado fisiológico, las experiencias previas
y las condiciones abióticas [Dicke et al., 1998]. La selección de las plantas
hospederas por los insectos herbívoros también puede ser afectada por los
semioquímicos de sus rivales [Schoonhoven, 1990] y los de sus enemigos na-
turales [Grostal & Dicke, 1999].
Las cairomonas tienen diferentes funciones en la interacción planta-insecto
herbívoro, tales como actuar como repelentes e inhibir las feromonas de alar-
ma [Webster et al., 2008], inducir la oviposición y provocar respuestas en los
receptores olfativos [Verheggen et al., 2008]. Entre los coleópteros, el picu-
do del algodón, Anthonomus grandis, se orienta por los VOCs emitidos por
su planta hospedera [Hardee et al., 1966], igual que lo que sucede con los
escarabajos colorados de la papa, que son atraídos hacia las plantas sin da-
ño [Visser, 1986], y con mayor fuerza hacia las plantas que han sido dañadas
mecánicamente o por un insecto herbívoro. También se ha reportado que
machos y hembras del picudo de la caña de azúcar, Diaprepes abbreviatus L,
son atraídos hacia plantas dañadas [Harari & Landolt, 1997]. Para el caso del
picudo de la ciruela, Conotrachelus nenuphar(Herbst), individuos de ambos
sexos son atraídos por los VOCs de su hospedero [Prokopy et al., 1995,Bruce
& Pickett, 2011].
2.3.2. Feromonas en insectos-plaga
Las feromonas producidas por los insectos presentan un gran potencial
como herramientas para el manejo de plagas. Las feromonas han sido usadas
tanto para el monitoreo de poblaciones de plagas como en el control directo
de las mismas. Las trampas con feromonas suministran un camino fácil y
eficiente para la detección de poblaciones de insectos en el campo o para
el control de insectos plaga a través de la interrupción del apareamiento o
por captura de los insectos por medio del uso de trampas cebadas con atra-
yentes. Las trampas con feromonas son específicas para cada especie, y su
uso en el manejo de plagas presenta ventajas tales como el bajo costo de
aplicación y un potencial bajo de que las plagas desarrollen resistencia a es-
tas, en contraste de lo que ocurre con los plaguicidas corrientes [Silverstein,
1981,Agelopoulos et al., 1999,Phillips, 1997, Suckling, 2000,Witzgall et al.,
2010,Tewari et al., 2014].
Por ejemplo, los coleópteros usan en su comunicación feromonas de agre-
gación. Estas feromonas conducen a la asociación de miembros de ambos
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sexos, lo cual genera su acumulación sobre una fuente de alimento y por
tanto permite su uso como cebo en una trampa [Foster & Harris, 1997]. Las
feromonas de agregación son frecuentemente producidas por los machos y
han sido determinadas para diferentes especies de picudos, entre las cuales
se encuentran: Rhynchophorus palmarum L [Rochat et al., 1991], Rhynchop-
horus cruentatus [Weissling et al., 1993], Rhynchophorus phoenicis (Fabri-
cus) [Gries et al., 1993], Metamasius hemipterus L [Giblin-Davis et al., 1994],
Cosmopolites sordidus [Budenberg et al., 1993], y Sitophilus spp. [Walgen-
bach et al., 1983].
No todas las feromonas son de agregación o sexuales. También en insectos
sociales tales como las hormigas y las termitas, es común la producción de
feromonas de rastro por medio de las cuales se puede guiar a los miembros
de la colonia hacia las fuentes de alimento [Bell & Carde, 1984].
2.3.3. Interacción entre feromonas y cairomonas
Los semioquímicos producidos por las plantas producen un amplio núme-
ro de comportamientos en los insectos. Algunos insectos capturan los VOCs
emitidos por las plantas hospederas y los usan como feromonas o como pre-
cursores de sus feromonas. Otros insectos producen o liberan feromonas en
respuesta a señales específicas de las plantas hospederas y, por sinergismo,
los VOCs emitidos por las plantas hospederas frecuentemente incrementan la
respuesta de los insectos a las feromonas. Por tanto, los VOCs de las plantas
pueden tener efectos inhibitorios o repelentes que interrumpen las respuestas
de los insectos a las feromonas [Reddy & Guerrero, 2004,Tewari et al., 2014].
En la percepción quimiosensorial, la sinergia constituye un caso de inter-
acción de mezclas y se considera como una adaptación evolutiva que permite
hacer relaciones entre organismos más específicos [Saïd et al., 2011]. En gene-
ral, los semioquímicos actúan en sinergia sobre el comportamiento de insectos
fitófagos; en particular, para el orden coleoptera, se reportan un gran número
de resultados que evidencian la interacción entre las feromonas de agregación
y los VOCs de sus plantas hospederas [Landolt & Phillips, 1997,Saïd et al.,
2011,Tewari et al., 2014].
Por lo dicho antes, las cairomonas o VOCs de las plantas hospederas
suelen incrementar la efectividad de las trampas con feromonas utilizadas
en la atracción de picudos [Dickens, 1984,Phillips et al., 1984]. Los picudos
(Coleoptera: Curculionidae) constituyen un grupo muy diverso de insectos
fitofágos y muchas de sus especies son plagas en cultivos de interés comercial.
La sinergia entre las feromonas y los VOCs de las plantas hospederas ha
sido demostrada para muchas especies de picudos [Tinzaara et al., 2002].
Por ejemplo, para escarabajos del género Gnathotrichus, se reportó que el
efecto de su feromona, la cual es producida por los machos, se incrementa
en presencia de los compuestos α-pineno y etanol provenientes de su planta
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hospedera [Borden et al., 1980]. También para el picudo del pino (Pissodes
nemorensis) se reportó que la producción de las feromonas de agregación
(grandisol y grandisal) generadas por el macho tan sólo es efectiva en el
campo, cuando hay presencia de los VOCs de la planta hospedera [Phillips
et al., 1984]. De manera análoga el picudo del maíz, Sitophilus zeamais,
responde significativamente en presencia de los VOCs emitidos por el grano
de maíz [Walgenbach et al., 1987]. Adicionalmente, se ha encontrado que
la atracción del picudo de la palma (Rhynchophorus palmarum) hacia la
feromona sintética (rincoforol) se incrementa con la presencia de material
proveniente de la planta hospedera, o por VOCs tales como el acetato de
etilo, lo cual se ve reflejado en el incremento en el número de capturas que
se logran en las trampas colocadas en el campo [Jaffé et al., 1993,Landolt &
Phillips, 1997,Saïd et al., 2011].
2.3.4. Trampas y atrayentes en el manejo integrado de plagas
El MIP implica reducir el daño económico causado por una plaga y, al
mismo tiempo, la disminución del riesgo de causar efectos indeseables sobre
el ambiente [Barrera & Montoya, 2006, Cokl & Millar, 2009]. Las trampas
cebadas con atrayentes son hoy en día una herramienta cotidiana en mu-
chos programas de MIP. Su uso se incrementó a partir del descubrimiento,
aislamiento y síntesis de las feromonas y de otros atrayentes que median
en la conducta de los artrópodos, en particular de los insectos. Los siste-
mas de trampeo tienen especial aplicación en la detección y monitoreo de
plagas, pues brindan información que facilita la toma de decisiones de con-
trol [Simões-Bento, 2001,Barrera & Montoya, 2006,Tewari et al., 2014].
A continuación se describen los principales factores que pueden afectar
de manera general la eficiencia de un sistema de trampeo [Simões-Bento,
2001,Barrera & Montoya, 2006]:
i) Diseño de la trampa: Una trampa se puede definir como una estruc-
tura física que posee características que le permiten atraer y capturar
algún organismo en particular. El diseño del cuerpo de la trampa debe
combinar tres características esenciales: (1) un dispositivo en donde
colocar el atrayente, el cual debe protegerlo de las condiciones me-
dioambientales pero al mismo tiempo permitir su liberación efectiva y
controlada, (2) un dispositivo que permita la retención de los insectos
capturados, (3) la estructura propia (cuerpo) de la trampa, que debe
dar forma y soporte a los componentes anteriormente mencionados.
ii) Atrayentes liberados: La elección de un liberador apropiado así co-
mo la calidad, especificidad y potencia del atrayente en los diferentes
sistemas de trampeo representan los factores principales responsables
de la eficiencia del sistema de trampeo.
iii) Factores ambientales: Los factores ambientales también pueden re-
percutir en la eficiencia de los sistemas de trampeo, por ejemplo la
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temperatura incide de manera directa en la actividad de los insectos
y en la velocidad de liberación de los atrayentes, así como las lluvias
pueden influir negativamente en la velocidad de captura por trampa,
probablemente debido a la menor movilidad que los insectos presentan.
iv) Factores biológicos: Las trampas deben ser colocadas sobre las plan-
tas hospederas cuya fenología presente el estado en el cual es atacado
de manera preferencial por la plaga. La altura y el lugar de colocación
de la trampa en el hospedero también juegan un papel importante.
Cuando se trata de detectar, monitorear o controlar alguna especie de
insecto de importancia económica, de manera ideal se espera contar con un
sistema de trampeo específico, eficiente, económico, fácil de establecer y ma-
nejar en el campo, con atrayentes que tengan larga durabilidad y estabilidad
bajo condiciones naturales, y que proporcione información confiable sobre las
características de la población de interés (densidad, estado fisiológico, núme-
ro de generaciones, entre otras) [Simões-Bento, 2001, Barrera & Montoya,
2006,Trematerra, 2011].
Figura 2.6: Ejemplos de feromonas utilizadas comercialmente.
Existen muchas feromonas que han sido aisladas, identificadas y sintetiza-
das químicamente. Entre las que involucran picudos se encuentran por ejem-
plo: el ácido grandisoico del Conotrachelus nenuphar, el cual es un insecto-
plaga que ataca al cultivo de la ciruela [Eller & Bartelt, 1996], el cosmolure
del Cosmopolites sordidus, el cual ataca el cultivo del banano [Jayaraman
et al., 1997] y el rincoforol del Rhynchophorus palmarum, el cual ataca el
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cultivo de palma de aceite [Rochat et al., 1991]. En la Figura 2.6 se mues-
tran estos insectos y la estructura química de sus feromonas.
2.4. La guayaba (Psidium guajava L.)
2.4.1. Generalidades
La guayaba es una planta que pertenece a la familia Myrtaceae, género
Psidium, que crece en las regiones tropicales de América, Asia y Oceanía.
Además de Colombia, esta especie frutal se produce en la India, Pakistan,
México, Brasil, Tailandia, Egipto, Indonesia, Malasia, Estados Unidos, y
Australia [Singh, 2011]. La guayaba posee características fisicoquímicas, nu-
tricionales, organolépticas y biofuncionales que la hacen apetecible en los
mercados industriales y para su consumo en fresco. Esta fruta cuenta con un
gran valor nutritivo, entre los que se destaca su alto contenido de vitamina C
(55-397 mg/100g en base húmeda). Se considera un alimento funcional y un
antioxidante altamente recomendado en la dieta humana [Restrepo-Sánchez
et al., 2009,Morales & Melgarejo, 2010].
En Colombia, el principal uso agroindustrial de la guayaba es la fabri-
cación del bocadillo. Específicamente en la región de la hoya del río Suárez
se estima que cerca de 15.000 familias se dedican a actividades relacionadas
con la agroindustria del bocadillo, como son la producción de la fruta, tanto
silvopastoril como tecnificada, el cultivo del bijao cuyas hojas se emplean
como envoltura natural del bocadillo, la fabricación de empaques (cajas de
madera) y su distribución para el consumo. De hecho, esta región cuenta
actualmente con 131 fábricas de bocadillo, de 250 existentes a nivel nacio-
nal [ASOHOFRUCOL, 2014].
Hasta el año 2008 la producción de guayaba en Colombia se encontraba
concentrada en el departamento de Santander con un aporte del 30,6% a
la producción nacional, pero de acuerdo con la información del Anuario Es-
tadístico de Frutas y Hortalizas 2007-2011 del Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural (MADR), el escenario se modificó y la zona de mayor pro-
ducción de guayaba en Colombia paso a ser en el departamento del Meta,
con un aporte del 29,5% a la producción nacional, seguida por Santander
con 24,8% y Valle del Cauca con 11% [MADR, 2012] (Figura 2.7). La re-
ducción de la producción de guayaba en el departamento de Santander, en
donde en la mayoría de los cultivos están en poder de familias campesinas, se
atribuye principalmente a problemas fitosanitarios [Insuasty et al., 2007]. En
Santander, la producción se realiza principalmente en sistemas silvopastori-
les en pequeñas unidades de economía campesina utilizando áreas menores
a 2 hectáreas y explotados mediante el trabajo de pequeños productores que
aportan más del 80% de la mano de obra familiar [ASOHOFRUCOL, 2014].
De acuerdo con las condiciones de oferta ambiental, hay disponibilidad de
guayaba durante todo el año con poda de producción con lotes escalona-
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dos. Los mayores picos de producción de guayaba están en los períodos de
febrero-mayo y octubre-noviembre, en los cuales se presentan las mayores
precipitaciones [Morales & Melgarejo, 2010].
Figura 2.7: Participación departamental en la producción nacional de guayaba.
Tomado del Anuario Estadístico de Frutas y Hortalizas 2007-2011 y sus Calendarios
de Siembras y Cosechas [MADR, 2012].
A pesar de su importancia socioeconómica, el cultivo y la agroindustria
de la guayaba presentan aún un marcado retraso tecnológico que afecta su
competitividad en los mercados nacionales e internacionales y se refleja en
bajos rendimientos del cultivo, altos costos de producción, deficiencias de
calidad y en la inestabilidad de la oferta y los precios de la fruta y sus pro-
ductos procesados [Morales & Melgarejo, 2010,ASOHOFRUCOL, 2014].
2.4.2. Caracterización fenológica
La guayaba se caracteriza por su gran capacidad de adaptación a dife-
rentes condiciones climáticas, es así que se puede encontrar desde el nivel
del mar hasta los 2.000 msnm y crece en una amplia variedad de climas,
desde secos hasta húmedos, con precipitaciones de 1.000 a 2.000 mm por año
y temperaturas medias de 20-30 ◦C. En todo caso para su producción re-
quiere buena exposición solar [Morales & Melgarejo, 2010]. Las épocas secas
fomentan la inducción floral, en tanto que para la floración, el cuajamiento
y el llenado del fruto se requiere suficiente humedad del suelo para asegurar
numerosos frutos, y de buen tamaño. Sin embargo, debe haber un balance
entre estos factores ya que se ha logrado establecer que la alta humedad del
suelo por tiempo prolongado aumenta la incidencia de plagas y enfermeda-
des [Fischer et al., 2012].
El estudio de la secuencia de todos los eventos periódicos involucrados
en el ciclo de vida de la planta se conoce como «fenología». Establecer el
comienzo y el fin de cada fase y estado de desarrollo contribuye a evaluar
la velocidad de crecimiento de la planta y por ende su productividad. El
intervalo entre dos fases diferentes se denomina «estado fenológico», el cual
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se caracteriza por cambios fisiológicos externos que ocurren en períodos de
tiempo específicos, que coinciden con el ciclo de crecimiento natural y a los
cuales están asociados cambios químicos definidos [Salazar et al., 2006]. La
fenología del cultivo de la guayaba está constituida por las siguientes etapas:
formación de renuevos, formación y crecimiento de yemas reproductivas, flor
abierta, flor seca, fruto cuajado, fruto verde inmaduro, fruto verde maduro,
fruto pintón y fruto madurez organoléptica [Morales & Melgarejo, 2010,Fis-
cher et al., 2012].
Los materiales regionales de guayaba desarrollan estructuras florales en
ramas nuevas desde la base hacia el ápice. Durante el período seco de di-
ciembre a febrero se inicia el renuevo de brotes foliares o ramas nuevas que
culmina con la formación de las yemas reproductivas. En general, en todos
los materiales se observa una producción muy alta de yemas florales que se
prolonga durante el primer semestre del año. La formación de las primeras
yemas florales coincide con períodos secos, es decir, baja precipitación, baja
humedad relativa y alta temperatura. El período de floración inicia durante
la transición de época seca a época de lluvias, el pico de floración se presenta
durante el primer período de lluvias del año. El tiempo transcurrido entre
la emergencia de las flores y la maduración del fruto fluctúa entre cuatro y
seis meses según la localidad y el material. Estas transiciones se producen
en los siguientes tiempos: el fruto cuajado se forma 12 días después de la
floración, el cual es seguido por un período de crecimiento, que dura entre
90 y 120 días. La madurez fisiológica se alcanza entre los 130 a 150 días y la
madurez organoléptica, entre 160 a 180 días después de la antesis [Morales
& Melgarejo, 2010].
2.4.3. Compuestos orgánicos volátiles de la guayaba en in-
teracciones planta-insecto
La guayaba es una fruta reconocida por su agradable aroma y sabor.
En su aroma predominan las notas olfativas verde, frutal, dulce y azufra-
da. En estudios previos realizados en el Grupo de Investigación en Aditivos
Naturales de Aroma y Color (GANAC) del Departamento de Química de la
Universidad Nacional, se identificaron los compuestos activos olfativamen-
te y los compuestos de impacto del aroma de la guayaba de las variedades
regionales roja y blanca así como su variación durante el proceso de ma-
duración [Steinhaus et al., 2008, Steinhaus et al., 2009, Sinuco et al., 2010].
Específicamente para el aroma de la guayaba regional roja, se identificaron
como compuestos impacto: el butanoato de etilo responsable de la nota fru-
tal; hexanal y (Z )-3-hexenal responsables de la nota verde; el acetato de
3-sulfanilhexilo y 3-sulfanil-1-hexanol responsables de la nota azufrada; y el
acetato de cinamilo responsable de la nota floral [Sinuco, 2009] (Ver Figura
2.8).
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Figura 2.8: Compuestos impacto identificados en el aroma de la guayaba variedad
regional roja.
Los VOCs de la guayaba (Psidium guajava L.) también han sido estu-
diados en interacciones planta-insecto. Por ejemplo los VOCs de las hojas
de guayaba se estudiaron encontrando un efecto protector contra el psí-
lido asiático de los cítricos (Diaphorina citri Kuwayama) [Rouseff et al.,
2008, de Noronha Junior, 2010]. Recientemente, Onagbola y colaboradores
(2011) describieron tanto en el laboratorio como en el campo la respuesta
de este insecto frente a los VOCs de las hojas de guayaba. Ellos encontraron
que entre los compuestos azufrados identificados, el sulfuro y el disulfuro de
dimetilo inhiben significativamente la atracción de D. citri hacia su planta
hospedera. Estos compuestos presentan actividad tóxica para algunos insec-
tos y no son producidos por los cítricos, razón por la cual la presencia de estos
compuestos en los cultivos de cítricos redujo la densidad de la población de
este insecto plaga. Así fue posible sugerir el uso de estos compuestos como
parte de una nueva estrategia de manejo de la D. citri [Onagbola et al., 2011].
Otro ejemplo, en el cual se evaluaron los VOCs de la guayaba frente a las
respuestas tanto de comportamiento como electrofisiológicas de un insecto,
fue el que se realizó con hembras y machos de la mosca de la fruta mexica-
na Anastrepha ludens (Loew). Los autores de este estudio establecieron que
ambos sexos eran atraídos por la mezcla de ocho compuestos identificados
en la guayaba, a partir de lo cual lograron demostrar la importancia de los
VOCs en la interacción de este insecto con su planta hospedera [Malo et al.,
2005].
La respuesta olfativa a los VOCs de la guayaba también ha sido evaluada
frente a diferentes especies de parasitoides. Estas evaluaciones permitieron
comparar el comportamiento de los parasitoides frente a los VOCs de frutos
de guayaba infestados y sin infestar con la larva de la mosca y se logró estable-
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cer que las hembras de especies tales como Doryctobracon areolatus, Asobara
anastrephae y Diachasmimorpha longicaudata son capaces de reconocer los
VOCs de guayabas que contienen la larva de Ceratitis capitata [Silva et al.,
2007].
2.5. El picudo de la guayaba C. psidii
Desde el punto de vista fitosanitario, el cultivo de la guayaba afronta
una serie de problemas asociados con el ataque de plagas y enfermedades,
las cuales afectan la producción y la calidad de la fruta. Entre los principales
insectos plaga que afectan la productividad de este cultivo en Colombia se
encuentran: el picudo de la guayaba (Conotrachelus psidii Marshall), la mos-
ca de la fruta (Anastrepha striata) y el temolillo (Cyclocephala); en algunos
casos se presentan infestaciones de mosca blanca y hormigas arrieras [In-
suasty et al., 2007].
El Conotrachelus psidii Marshall, es un coleóptero de la familia Curcu-
lionidae (Tabla 2.3) que se alimenta de guayaba en Suramérica; en Colombia
y en Brasil y constituye una de las principales plagas de este cultivo. [Bailez
et al., 2003,Monroy & Insuasty, 2006, Insuasty et al., 2007]. Este insecto-
plaga también se ha encontrado en Venezuela [Boscán & Cásares, 1980] y
Perú [Vásquez et al., 2002]. En Colombia ha llegado a ocasionar pérdidas
de hasta de un 90% en la producción de la fruta en los departamentos de
Santander y Boyacá (Hoya del Río Suárez) [Insuasty et al., 2007].
Tabla 2.3: Taxonomía del picudo de la guayaba Conotrachelus psidii. Tomado
de [Insuasty et al., 2007].
Reino: Animal
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Suborden: Polyphaga
Superfamilia: Curculionoidea
Familia: Curculionidae
Género: Conotrachelus
Especie: Conotrachelus psidii Marshall
Una segunda especie de Conotrachelus, el C. dimidiatus Champion, tam-
bién se encuentra asociada a árboles de Psidium guajava en México y Cen-
troamérica. Recientemente se describió una tercera especie presente en el
cultivo de la guayaba, el Conotrachelus copalensis (Figura 2.9). De acuerdo
con su características, es posible diferenciar a la especie C. psidii de las otras
dos especies de Conotrachelus que se encuentran asociadas al cultivo de la
guayaba. Por ejemplo el C. psidii tiene las uñas simples mientras que en el
C. dimidiatus son bífidas y las crestas elitrales son continuas en el C. copa-
lensis mientras son discontinuas en el C. dimidiatus. La genitalia también
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presenta caracteres que permiten separar fácilmente a las tres especies de
Conotrachelus [Salas-Araiza & Romero-Nápoles, 2012].
Figura 2.9: C. copalensis: A. Adulto vista lateral. B. Vista dorsal. C. Lóbulo medio
vista lateral; C. dimidiatus: D. Adulto vista lateral. E. Vista dorsal. F. Lóbulo
medio vista lateral; C. psidii : G. Adulto vista lateral. H. Vista dorsal. I. Lóbulo
medio vista lateral. Fotos suministradas por los autores del estudio [Salas-Araiza
& Romero-Nápoles, 2012]
.
El género Conotrachelus Dejean, es uno de los más grandes entre los Cur-
culionidae (Coleoptera), al agrupar alrededor de 1.100 especies [Papp, 1979].
Algunas de estas especies se consideran de importancia económica, debido al
daño que ocasionan a los frutos y han sido ampliamente estudiadas [Ambrogi
et al., 2009,Tewari et al., 2014].
2.5.1. Biología, ecología y comportamiento
La hembra adulta del C. psidii oviposita en los frutos. Los huevos colo-
cados son de forma ovoide, de color blanquecino, pueden medir hasta 1 mm
de longitud y son ovipositados entre 1 a 2 mm por debajo de la epidermis
del fruto [Monroy & Insuasty, 2006]. Dependiendo de las condiciones de la
temperatura ambiente, la duración de la fase de huevo varía entre 4 a 7 días.
La hembra prefiere ovipositar en frutos que se encuentren entre los 30 a 90
días de edad. El estadio larvario del picudo se desarrolla dentro de los frutos
de guayaba, en donde se alimenta de las semillas y la pulpa. La larva de este
insecto se caracteriza por ser ápoda; en el fruto es de color blanquecino y
al abandonarlo el fruto se torna de color amarillento; la cabeza es de color
naranja y está provista de mandíbulas fuertes; su tamaño varía de 1.5 y 15
mm en la primera semana de edad y entre 1.0 y 1.2 cm en la sexta semana.
El tiempo de desarrollo de la larva en el interior del fruto dura entre 42 a
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56 días, dependiendo de las condiciones climáticas y del estado de madurez
de la fruta en el momento de la oviposición. Una vez que ha completado su
desarrollo, abandona el fruto a través de una perforación y cae al suelo, en
donde se entierra a una profundidad entre 5 y 15 cm de la superficie. Allí
permanece en estado latente durante dos a tres meses (diapausa). La pupa
es del tipo exarata (apéndices externos), de color amarillo claro; puede al-
canzar hasta 1 cm de longitud y tiene una duración entre 30 a 60 días, según
la época de presencia de lluvias [Monroy & Insuasty, 2006, Insuasty et al.,
2007,Salas-Araiza et al., 2012].
El Conotrachelus psidii adulto es de color café oscuro y con abundan-
te vellosidad en su cuerpo. Puede permanecer enterrado entre 20 a 30 días,
esperando las lluvias para realizar su emergencia. El adulto en condiciones
de cautividad puede tener una duración de hasta 425 días (14.2 meses). La
hembra es de mayor tamaño, puede alcanzar hasta 6.9 mm de largo y el
macho hasta 6.4 mm. El ciclo de vida (Figura 2.10), bajo condiciones de la
hoya del río Suárez – Santander, varía entre 156 y 243 días (5.2 – 8.1 meses),
distribuido así: huevo, 4 a 7 días; larva en el fruto, 42 a 56 días; larva en
suelo, 60 a 90 días y pupa de 30 a 60 días, período después del cual emergen
los adultos [Monroy & Insuasty, 2006, Insuasty et al., 2007].
Figura 2.10: Estadios de desarrollo del Conotrachelus psidii. Tomado de [Monroy
& Insuasty, 2006].
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Como se anotó anteriormente, el daño del fruto de la guayaba ocasionado
por el picudo es directamente provocado por las larvas. Estas se alimentan
de la pulpa y la semilla y producen un ennegrecimiento y endurecimiento
de la parte afectada. La larva, en el interior del fruto huésped, excreta una
arenilla de color oscuro, lo que ocasiona petrificación del fruto, maduración
prematura y caída del mismo. Las hembras ovipositan en la parte inferior
y sombreada de los frutos con el propósito de proteger al huevecillo de las
altas temperaturas; además, en la zona de oviposición, también se observa un
pequeño tapón constituido por aserrín café claro proveniente de residuos de
masticación de la hembra. A medida que la larva se desarrolla en el interior
del fruto, éste adquiere una forma arriñonada y el agujero de oviposición
se torna más grande y de color oscuro: cuatro semanas después de haber
sido ovipositados, los frutos se petrifican y su interior toma una apariencia
totalmente oscura (Figura 2.11) [Bailez et al., 2003, Pedraza, 2005,Monroy
& Insuasty, 2006, Insuasty et al., 2007]. Un fruto en estas condiciones es
inservible: no se puede utilizar ni para el consumo en fresco, ni para la
fabricación de pulpas o jaleas.
Figura 2.11: Daño del fruto de guayaba ocasionado por la larva del picudo C. psidii
e insecto adulto. Fotos: E. Daza.
En un estudio realizado en Brasil, en el cual se evaluó el ritmo de activi-
dad y el comportamiento de apareamiento del picudo de la guayaba C. psidii,
se estableció que los desplazamientos de los picudos ocurren en su mayoría
en el intervalo entre las 18 y las 24 horas y los apareamientos se presentan
con mayor frecuencia en el período entre las 19 y las 24 horas con un pico a
las 22 horas. En la fotofase, los insectos permanecen la mayoría del tiempo
alimentándose o en reposo. Se establecieron dos picos de alimentación, uno
al inicio de la fotofase (a las 6 horas) y el otro al inicio de la tarde (a las 12
horas). La menor actividad (mayor tiempo de reposo) se registró entre las
7 y las 8 horas y entre las 15 y las 16 horas. Se determinó también que du-
rante la monta, los machos pueden emitir un estridor a través del abdomen
mientras las hembras permanencen estáticas o se desplazan. Después de las
cópulas, en la competencia por las hembras, los machos reinician la monta
cuando otro macho se aproxima a la hembra [Silva-Filho, 2005].
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2.5.2. Manejo y control
En Colombia se han ensayado varias formas de manejo para el picudo
de la guayaba C. psidii. Por ejemplo, como control físico se ha empleado el
embolsado de frutos y como control cultural se utilizan prácticas como la co-
lecta manual de los insectos adultos, la eliminación de los frutos infestados,
el desfase en las cosechas, así como la restricción del transporte de frutos
desde zonas de infestación hacia zonas sanas. Como control biológico se ha
incluido el uso de parasitoides, hormigas arrierras y más recientemente la
aplicación de nemátodos entomopatógenos [Delgado, 2012]. Actualmente, el
control del picudo de la guayaba se realiza químicamente a través del uso
de plaguicidas tales como: malatión y látigo (clorpirifos y cipermetrina) y
ráfaga (clorpirifos), con un resultado poco eficiente [Machuca, 2014].
Se ha establecido que la conducta de los insectos plaga al atacar diver-
sas especies vegetales está influenciada tanto por la producción de VOCs
de las plantas hospederas como por los VOCs del insecto mismo. En el ca-
so del picudo de la guayaba, la situación podría ser la misma y los VOCs
podrían determinar su comportamiento al igual que se ha publicado para
otras especies de curculionídeos [Reddy & Guerrero, 2004,Bruce & Pickett,
2011, Keesey et al., 2012]. Por lo tanto el empleo de semioquímicos como
la feromona del C. psidii o los VOCs de la guayaba, podría convertirse en
una alternativa eficiente y amigable con el ambiente para el manejo de esta
plaga [Bailez et al., 2003,Silva-Filho et al., 2012]. Sin embargo, hasta la fecha
estas posibilidades han sido poco exploradas.
2.5.3. Semioquímicos en el manejo del picudo de la guayaba
Conotrachelus psidii
En Colombia y Brasil, la especie de picudo de la guayaba corresponde a
Conotrachelus psidii Marshall y en el caso de México al Conotrachelus di-
midiatus [Salas-Araiza & Romero-Nápoles, 2012]. En el área productora de
guayaba de la región de la hoya del río Suárez y en la provincia de Vélez –
Santander específicamente, se ha reconocido que la especie de picudo asocia-
da con el daño de la fruta corresponde a Conotrachelus psidii. Esta especie
se ha encontrado en áreas destinadas a la producción de guayaba que se en-
cuentran ubicadas por encima de los 1000 msnm [Insuasty et al., 2007] así
como en diferentes variedades del cultivo [Machuca, 2014,Montes & Muñoz,
2014].
En México, frente al Conotrachelus dimidiatus se han realizado diferen-
tes estudios que han incluido VOCs de la guayaba, tales como bioensayos de
atracción o estudios olfatométricos, así como experimentos electroantenográ-
ficos los cuales sugirieron que el comportamiento del picudo de la guayaba
está influenciado por cairomonas de su hospedero y más específicamente por
los VOCs de los frutos inmaduros de guayaba [Contreras-Montañez & Tafo-
ya, 2008,Tafoya et al., 2010].
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Recientemente, se determinó que las poblaciones de C. dimidiatus pue-
den ser estimadas al emplear trampas tipo pirámide cebadas con VOCs de la
guayaba y se estableció la necesidad de identificar las feromonas del insecto
para incrementar el nivel de capturas [Tafoya et al., 2011].
En respuesta a la problemática que representa el C. psidii en Colombia,
se han realizado diferentes estudios dirigidos a establecer posibles opciones
de manejo y control [Pedraza, 2005,Monroy & Insuasty, 2006,Insuasty et al.,
2007,Gaona et al., 2008,Delgado, 2012], aunque aún no se han considerado
los semioquímicos como una opción para el manejo de este insecto-plaga.
Estudios previos de la evaluación de la atracción de algunos estímulos
olfativos del C. psidii realizados en Brasil, en los cuales se utilizó un olfac-
tómetro de dos vías, modelo en Y, para evaluar las fuentes de olor: frutos
verdes y maduros, hojas y yemas florales así como individuos adultos de
C. psidii y sus heces, permitieron sugerir la liberación de cairomonas por
parte de la planta hospedera. También se encontró una respuesta tanto en
hembras como en machos frente a los VOCs de las heces fecales de ambos
sexos, lo cual sugirió la presencia de feromonas de agregación o aleloquímicos
(compuestos sin digerir de las plantas) en las heces. Como resultado de estos
estudios, se concluyó que la identificación y síntesis de los semioquímicos que
atraen el C. psidii podría permitir el desarrollo de nuevas estrategias para el
monitoreo y control de esta plaga [Silva-Filho, 2005,Silva-Filho et al., 2012].
Por lo anotado anteriormente, se puede concluir que los semioquímicos
del picudo de la guayaba C. psidii pueden influir en su ataque sobre este
cultivo, lo cual representa a largo plazo una alternativa de manejo amigable
con el ambiente. Así, con esta tesis se prentendió identificar los VOCs que
participan en la comunicación del C. psidii.
Capítulo 3
Cairomonas de la guayaba
(Psidium guajava L.)
El cultivo de la guayaba es el hospedero natural del Conotrachelus psi-
dii Marshall (Coleoptera: Curculionidae), lo que sugiere que algunos de los
compuestos orgánicos volátiles (VOCs) que emite la planta pueden resultar
atractivos para él. Para la realización de este capítulo, se recolectaron, por
medio de Headspace estático - Microextracción en fase sólida (HS-MEFS) y
Headspace dinámico (HSD), los compuestos volátiles provenientes de cinco
de las fases fenológicas de la guayaba (Figura 3.1). Los extractos se analizaron
posteriormente por CG-EM (Cromatografía de gases acoplada a Espectro-
metría de masas) con el fin de separar e identificar los VOCs producidos por
la guayaba, que potencialmente podrían atraer el picudo C. psidii.
Figura 3.1: Cinco fases fenológicas de la guayaba, Psidium guajava L.: (a) Yema
floral, (b) Flor abierta, (c) Flor seca, (d) Fruto cuajado, (e) Fruto inmaduro. Fotos:
E. Daza.
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3.1. Antecedentes
La ecología química es una disciplina que en la actualidad presenta un
gran desarrollo debido a que la aplicación de sus resultados tiene mucha im-
portancia en el campo de la agricultura. Entre sus objetos de estudio está el
caracterizar las interacciones bióticas entre especies mediadas por sustancias
químicas, las cuales están asociadas a metabolitos constitutivos o inducidos
como respuesta a un estímulo.
Cuando una planta es atacada por un insecto herbívoro, los organismos
presentes en los alrededores pueden responder a los VOCs inducidos. Ade-
más de mediar interacciones tritróficas e interacciones intraespecíficas (con
plantas vecinas), los VOCs inducidos después del ataque de los insectos her-
víboros pueden afectar otros individuos de la misma especie u otras especies
herbívoras. Algunos insectos herbívoros pueden ser atraídos, mientras otros
son repelidos por los VOCs inducidos por la herviboría. Los VOCs inducidos
después del ataque de los insectos herbívoros han despertado el interés de la
comunidad científica, ya que ellos no sólo guían los enemigos naturales en
dirección de la planta hospedera en la cual se encuentra la presa sino que
también median varias interacciones ecológicas en cadenas alimenticias de
sistemas complejos que tienen un gran potencial para el desarrollo de nuevas
estratégias en el control de plagas [Marín-Loaiza & Céspedes, 2007, Pinto-
Zevallos et al., 2013].
Los resultados de algunos estudios sugieren que tanto los lepidópteros
como los afídos son, en general, repelidos por las plantas infestadas; por el
contrario los coleópteros son atraídos por los VOCs producidos por la herbi-
voría. Por ejemplo, Leptinotarsa decemlineata Say, 1824 (Coleoptera: Chry-
somelidae) prefiere los VOCs emitidos por las plantas que han sido afectadas
por individuos de la misma especie [Bolter et al., 1997]. Posiblemente esta
estrategia es empleada principalmente por organismos especializados que se
han adaptados a ciertos compuestos tóxicos de las plantas.
3.1.1. Biosíntesis de los VOCs
Un amplio número de los productos naturales de las plantas son VOCs.
Las propiedades físicas de estos compuestos les permiten atravesar libremente
las membranas celulares y ser liberados al medio ambiente. Se han identifica-
do más de 1700 VOCs, los cuales han sido aislados de más de 90 familias de
plantas. La biosíntesis de los VOCs depende de la disponibilidad de carbono,
nitrógeno y azufre, así como de la energía que se suministra a partir del me-
tabolismo primario. Con base en su origen biosintético, los VOCs se dividen
en varias clases (Figura 3.2) las cuales incluyen a los terpenoides, derivados
de ácidos grasos, fenilpropanoides y bencenoides, y derivados de aminoáci-
dos [Pichersky & Gershenzon, 2002,Holopainen, 2004,Maffei, 2010,Dudareva
et al., 2013].
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Figura 3.2: Las cuatro principales rutas para la biosíntesis de los VOCs, conoci-
das como shikimato/fenilalanina, ácido mevalónico (MVA), fosfato de metileritritol
(MEP) y lipoxigenasa (LOX). En el cuadro superior se muestran los precurso-
res de los VOCs de las plantas originados en el metabolismo primario. Las fle-
chas unidas consecutivamente indican varias reacciones enzimáticas. Abreviaturas:
DAHP, 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato, DMAPP, dimetilalil pirofosfato,
E4P, eritrosa-4-fosfato, FPP, farnesil pirofosfato, GGPP, geranilgeranil pirofosfato,
GPP, geranil pirofosfato, IPP, isopentenil pirofosfato, NPP, neril pirofosfato, PEP,
fosfoenolpiruvato, Phe, fenilalanina. [Dudareva et al., 2013].
Biosíntesis de terpenoides
Los terpenoides constituyen el grupo más grande y la clase más diversa
de metabolitos secundarios volátiles, los cuales se consideran que son deriva-
dos de dos precursores comunes de cinco carbonos: el isopentenil pirofosfato
(IPP) y su isómero alílico, el dimetilalil pirofosfato (DMAPP). En las plan-
tas, se ha reportado que existen dos vías responsables de la formación de las
unidades de isopreno C5 : la del ácido mevalónico (MVA) y la del fosfato de
metileritritol (MEP) (Ver Figura 3.2). La ruta del MVA dirige la formación
de los sesquiterpenos volátiles (C15), mientras a través de la vía MEP se
generan los precursores de hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10) y diter-
penos (C20) (Ver Figura 3.3). Cuando el IPP proviene del ácido mevalónico,
su síntesis ocurre principalmente en el citosol, luego dos moléculas de IPP se
condensan con una de dimetil-alil-pirofosfato (DMAPP) para formar el far-
nesil pirofosfato (FPP), el cual es el precursor de todos los sesquiterpenos.
Mientras en el caso de los monoterpenos, el IPP es sintetizado a través de la
deoxi-xilulosa-4-fosfato (DOXP), en los compartimentos plasmídicos, donde
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se transforma en su isómero DMAPP, y por la condensación de una molécula
de IPP con una de DMAPP se genera el geranil pirofosfato (GPP), precursor
de todos los monoterpenos [Pichersky & Gershenzon, 2002,Marín-Loaiza &
Céspedes, 2007,Dewick, 2009,Dudareva et al., 2013].
Figura 3.3: Síntesis de VOCs terpenoides: mono y sesquiterpenos. Adaptado de
[Dewick, 2009].
Biosíntesis de volátiles derivados de ácidos grasos
Otra clase de VOCs de las plantas son los derivados de ácidos grasos tales
como el 1-hexanal, el cis-3-hexenol, el nonanal y el jasmonato de metilo, los
cuales se originan en los ácidos grasos insaturados C18 (Figura 3.2) a través
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de la vía de los ácidos grasos/lipooxigenasa, conocida como la de los volátiles
de las hojas verdes [Marín-Loaiza & Céspedes, 2007]. Su síntesis ocurre a
partir de los ácidos linoleico o linolénico y sus hidroxiperóxidos mediante
la vía de la lipooxigenasa (LOX), en la cual se produce una oxigenación
esteroespecífica para formar los intermediarios 9 y 13-hidroxiperóxidos que
posteriormente son metabolizados y producen los VOCs (Figura 3.4). Los
aldehídos y alcoholes alifáticos C6/C9, tanto saturados como insaturados, se
conocen como volátiles de las hojas verdes y son sintetizados por las plantas
en respuesta al daño por herbivoría, aunque también son los responsables del
aroma: verde fresco de algunas frutas y vegetales [Marín-Loaiza & Céspedes,
2007,Dudareva et al., 2013].
Figura 3.4: Síntesis de los VOCs derivados de ácidos grasos y de los com-
puestos alifáticos C6. Varias flechas juntas indican múltiples reacciones en-
zimáticas involucradas. Abreviaturas: AAT, alcohol aciltransferasa; ADH, al-
cohol deshidrogenasa; AOC, aleno óxido ciclasa; AOS, aleno óxido sintasa; 13-
HPL, 13-hidroxiperoxiliasa; ISO, isomerasa; 9-LOX, 9-lipoxigenasa; 13-LOX, 13-
lipoxigenasa; OPR, 12-oxofitodienoato reductasa. Adaptado de [Dudareva et al.,
2013].
Biosíntesis de compuestos fenilpropanoides y bencenoides
El segundo grupo más grande de los VOCs de las plantas lo constituyen
los compuestos fenilpropanoides y bencenoides. Las vías metabólicas para su
36 Alicia Romero Frías
producción sugieren que hay diferentes rutas en las plantas, y aún en una mis-
ma planta, en función de sus condiciones fisiológicas. Estos VOCs se originan
en el aminoácido aromático fenilalanina. El primer paso en su biosíntesis es el
que lleva a cabo la fenil-alanina-amonio liasa (L-PAL) al desaminar la fenila-
lanina para generar el ácido cinámico (AC). Luego se eliminan dos carbonos
de la cadena, usando el AC como precursor, para lo cual se han propuesto
dos rutas: la vía β-oxidación dependiente de la coenzima A (CoA), análoga
a la β-oxidación de ácidos grasos, y la vía alternativa independiente de CoA,
no β-oxidativa [Pichersky & Gershenzon, 2002, Marín-Loaiza & Céspedes,
2007,Dudareva et al., 2013].
Biosíntesis de volátiles derivados de aminoácidos
Un gran número de VOCs, especialmente aquellos que se encuentran pre-
sentes en los aromas florales y de las frutas, son derivados de aminoácidos
tales como alanina, valina, leucina, isoleucina o metionina, o son interme-
diarios en su biosíntesis y contienen nitrógeno o azufre. Se asume que la
biosíntesis de estos volátiles derivados de aminoácidos ocurre al igual que en
las bacterias o en la levadura a partir de una desaminación inicial o una tran-
saminación catalizada por aminotransferasas para dar lugar a la formación
del α-cetoácido correspondiente. Los α-cetoácidos pueden sufrir descarbo-
xilación, la cual es seguida por reducciones, oxidaciones o esterificaciones a
partir de las cuales se forman aldehídos, ácidos, alcoholes y esteres [Dudareva
et al., 2013].
3.1.2. Cairomonas en el manejo de curculionídeos.
Como se anotó antes, el hecho de que las señales químicas constituyen la
fuente de información primaria para los artrópodos, la identificación y mani-
pulación de los VOCs que median las actividades vitales de estos organismos
ofrecen una amplia gama de posibilidades para el desarrollo de estrategias en
el manejo de plagas. El primer paso para que los VOCs puedan ser empleados
en el manejo de una plaga consiste en identificar los VOCs que son emitidos
por el insecto (feromonas) o la planta (cairomonas) para después probarlos
en el laboratorio, individualmente o como una mezcla, y así determinar si
se trata de compuestos biológicamente activos, es decir, si ellos actúan co-
mo atrayentes o repelentes de un insecto-plaga de interés económico [Keesey
et al., 2012].
Muchos insectos usan cairomonas para encontrar a sus plantas hospede-
ras [Visser, 1986,Robacker et al., 1992,Bruce & Cork, 2001,Ruther & Mayer,
2005]. Como se mencionó en el capítulo 2, se ha reportado que los picudos
son atraídos por los VOCs de sus plantas hospederas; algunos ejemplos son
el picudo del arándano, Anthonomus musculus Say [Szendrei et al., 2009],
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Pantomorus cervinus Boheman [Wee et al., 2008], el picudo del agave Scyp-
hophorus acupunctatus Gyllenhal [Altuzar et al., 2007], el picudo de la fresa
Anthonomus rubi Herbst [Bichao et al., 2005] y el picudo de la ciruela, Cono-
trachelus nenuphar Herbst [Leskey et al., 2001]. En la Figura 3.5 se presentan
algunos de los VOCs que han sido identificados como atrayentes de insectos.
Figura 3.5: Ejemplos de VOCs que actúan como cairomonas en algunos picudos
(Coleoptera: Curculionidae).
Para el picudo C. psidii, Silva-Filho y colaboradores (2012) evaluaron la
respuesta olfativa frente a frutos verdes y maduros, hojas y yemas florales
de guayaba, así como frente a individuos adultos de C. psidii y sus heces,
mediante el olfatómetro de dos vías. Ellos encontraron que los aromas de las
yemas florales atraían a los machos de C. psidii indicando una acción cairo-
monal, mientras que las heces atraían tanto machos como hembras adultos,
a partir de lo cual sugirieron la existencia de una feromona de agregación o
de cairomonas no digeridas provenientes de la planta. También a partir de
estos resultados, plantearon la necesidad de realizar la identificación química
de los VOCs responsables de la atracción del insecto [Silva-Filho et al., 2012].
En un estudio reciente, en el cual se evalúo la relación entre factores bió-
ticos y abióticos en los cultivos de guayaba con infestación de picudo en el
municipio Puente Nacional (Santander, Colombia), se logró establecer que
las hembras de C. psidii no ovipositan en las yemas florales ni en las flores
de guayaba, así como que la infestación no está relacionada con variables
biológicas como la altura y la cobertura de las plantas y la distancia de
siembra, pero sí está relacionada con la presencia de cultivos de guayaba no
tecnificados en los alrededores de las fincas tecnificadas. Se reportó que los
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frutos de cultivos no tecnificados están infestados en un 98% y y que, luego
de la infestación de dichos cultivos, los insectos pueden desplazarse a cultivos
cercanos para buscar alimento y ovipositar [Machuca, 2014].
También en ese estudio, Machuca (2014) observó que las fincas con aplica-
ción de insecticidas presentaban porcentajes de infestación similares a aque-
llas fincas sin ningún tipo de tratamiento químico, y que no había relación
entre la aplicación de insecticidas y el porcentaje de infestación. Esto puede
deberse a que al fumigar los árboles se afecta a los insectos adultos, pero no a
los individuos que se encuentran en los estadios de larva (que estan dentro de
los frutos) o de pupa (en el cual permanecen en el suelo; entre 10 y 15 cm de
profundidad) [Insuasty et al., 2007]. Estos resultados permitieron justficar la
poca efectividad que el control químico ejerce sobre el insecto-plaga C. psidii.
Teniendo en cuenta los resultados de Silva-Filho y colaboradores (2012)
y que el cultivo de la guayaba está en riesgo debido a la presencia del picudo
de la guayaba C. psidii, uno de los objetivos de este estudio fue identificar los
VOCs producidos por las cinco fases fenológicas de la planta en las cuales se
encuentra el insecto. Estos VOCs podrían considerarse como cairomonas en
la interacción entre la planta y el C. psidii, y ser utilizados potencialmente
como atrayentes en el manejo integrado de este insecto-plaga.
3.2. Metodología
Como la mayoría de las especies frutales, el cultivo de la guayaba Psi-
dium guajava L. presenta diferentes estados fenológicos [Salazar et al., 2006].
Teniendo en cuenta que el ataque del insecto-plaga C. psidii se produce en
los estados iniciales de desarrollo del cultivo [Bailez et al., 2003,Silva-Filho,
2005,Monroy & Insuasty, 2006, Insuasty et al., 2007,Silva-Filho et al., 2012]
y con base en las características morfológicas descritas en la literatura [Mo-
rales & Melgarejo, 2010], se tomaron muestras de los VOCs emitidos de las
siguientes fases fenológicas: (1) yema floral, (2) flor abierta, (3) flor seca, (4)
fruto cuajado y (5) fruto inmaduro. Como se ilustran en la Figura 3.1.
3.2.1. Toma de muestras
Para la toma de muestras, se seleccionaron dos cultivos comerciales tec-
nificados, uno sano y otro infestado con C. psidii. Se consideró que la infes-
tación era baja cuando se encontraba uno o ningún insecto por árbol y alta
cuando se hallaban doce o más. En ambos cultivos el material de guayaba
(Psidium guajava L.) fue variedad regional roja.
El cultivo sano estaba constituido por árboles de 7 a 8 años de edad, y
localizado en el municipio de Moniquirá (Boyacá, Colombia) –coordenadas
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geográficas 5 55’26” Norte - 73 36’9” Oeste–. Por su parte, el cultivo infestado
estaba constituido por árboles de 3 a 4 años de edad, y se encuentra en la
vereda Popoba Sur sector Delicias, municipio de Puente Nacional (Santan-
der, Colombia) –coordenadas 5 46’59” Norte - 73 43’4” Oeste– (Figura 3.6).
Para la toma de muestras en los dos cultivos, se utilizó la misma metodología
y se llevó a cabo entre los meses de abril y mayo, ya que esta es la época
del año para la cual se ha reportado la mayor presencia de insectos adultos
de C. psidii por árbol en la región [Insuasty et al., 2007]. Los muestreos se
realizaron por triplicado en los años 2011, 2012 y 2013. Cada año se toma-
ron muestras de los mismos árboles (para identificarlos se marcaron con una
cinta de teflón). Un mes antes de cada uno de los muestreos se interrumpió
la aplicación de insecticidas sobre los árboles seleccionados. Para evaluar los
VOCs emitidos por cada una de las fases fenológicas mencionadas, se esco-
gieron dos tejidos representativos de cada una. Las muestras de cada par de
tejidos se encerraron en cámaras de «headspace» conformadas por recipientes
de polipropileno (Darnel) con un soporte de papel alrededor del tallo [Dafni
et al., 2005,Tholl et al., 2006].
Figura 3.6: Mapas de los departamentos de Boyacá y Santander (Colombia), en
los cuales se muestra la localización geográfica de los cultivos sano e infestado en
donde se realizaron los muestreos.
El horario en el cual se tomaron las muestras se determinó a partir de
ensayos previos en el cultivo sano, durante el día y la noche en diferentes
intervalos de tiempo. Para esto se tomaron muestras únicamente de las fases
yema floral y fruto cuajado. La primera se eligió con base en los resultados
de estudios previos de comportamiento reportados por Silva-Filho y colabo-
radores (2012), en donde se estableció que la fase yema floral atraía a los
machos de C. psidii y, en el segundo caso, debido a que es el tejido en el cual
las hembras de C. psidii ovipositan. Como se mencionó en el capítulo 2, la
mayor actividad del C. psidii es nocturna [Silva-Filho, 2005]. Por esta razón
resultó de interés verificar la composición de los VOCs emitidos por la planta
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durante la noche, ya que, como se sabe, el olfato es de especial importancia
en los insectos nocturnos en los que el estímulo visual está ausente o no es
significativo [Marín-Loaiza & Céspedes, 2007].
3.2.2. Extracción de los VOCs
Para la recolección de los VOCs se emplearon dos metodologías: micro-
extracción en fase sólida (HS-MEFS) y headspace dinámico (HSD) sobre
polímeros adsorbentes, esta última con el objetivo de obtener los VOCs en
solución y disponer de un extracto .
Para el primer método, HS-MEFS, se utilizaron fibras de PDMS/DVB/-
CAR (50/30 µm, Supelco). Teniendo en cuenta que la composición de las
fibras determina la selectividad de los análisis, en ensayos preliminares se pro-
baron cuatro fibras disponibles comercialmente: PDMS (100 µm), PDMS/-
DVB (65 µm), CAR/PDMS (75 µm), y PDMS/DVB/CAR (50/30 µm).
Entre estas se eligió la última debido a que al emplearla se detectaron el
mayor número de VOCs.
Una vez encerrada cada parte de la planta en cámaras de polipropileno
de 355 mL, se esperó una hora para alcanzar el equilibrio. Luego se introdujo
la fibra de HS-MEFS dentro del headspace a través de un orificio y se expuso
por un tiempo de 3 horas (Figura 3.7). Todas las muestras se tomaron a
temperatura ambiente a 27 ± 2◦C. Luego de ser expuestas, las fibras fue-
ron retraídas y removidas de las cámaras. En cada muestreo se realizó una
muestra blanco sin material vegetal, expuesta al ambiente bajo las mismas
condiciones que las muestras de las partes de la planta. Para conservar los
VOCs, las fibras fueron almacenadas y transportadas en sus soportes sellados
y mantenidas a 0 ◦C hasta su análisis en el laboratorio; el cual fue realizado
durante las siguientes 24 horas después de que fueron tomadas las muestras.
Los análisis se realizaron por Cromatografía de Gases acoplada a Espectro-
metría de Masas (CG-EM), realizando una desorción térmica de la fibra por
5 minutos en el puerto de inyección.
Para la extracción por HSD se usaron cámaras de headspace de 500 mL y
se empleó como adsorbente el polímero HayeSep D 80/100 (DVB, Supelco),
el cual se eligió a partir de ensayos preliminares en los cuales mostró un ma-
yor número de VOCs adsorbidos y en mayor cantidad en comparación con
el Porapak Q (4-etil-estireno-DVB) y ORBO-32 (carbón activado).
Este muestreo se realizó en el cultivo sano para los VOCs emitidos por
sólo dos de las cinco fases: yema floral y fruto cuajado. También se tomaron
muestras de blancos expuestos al ambiente sin incluir ninguna parte de la
planta. Los VOCs fueron atrapados durante 3 horas en el mismo horario em-
pleado en la metodología HS-MEFS (9-12h), empleando columnas de vidrio
(10 cm × 0.5 cm de diámetro) que contenían 0,5 g del polímero adsorbente
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Figura 3.7: Montaje empleado para la toma de muestra de los VOCs de la yema
floral de guayaba, Psidium guajava L., empleando la metodología HS-MEFS. Foto:
E. Daza.
Hayesep D 80/100 (DVB, Supelco) (Figura 3.8). Se utilizaron tubos en Y y
mangueras flexibles para conectar varias cámaras a la vez a una única bomba
portátil (GAST manufacturing Inc) con un flujo de aire (100 mL/min) en
forma de succión. Los polímeros fueron transportados hasta el laboratorio
bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas para las fibras. Los
VOCs retenidos después de cada aireación se extrajeron del polímero usan-
do 300 µL de hexano grado HPLC (Merck). Los extractos así obtenidos se
concentraron con una corriente de nitrógeno hasta un volumen final de 50
µL y se analizaron por CG-EM.
Figura 3.8: Montaje empleado para la toma de muestra de los VOCs de la yema
floral de guayaba, Psidium guajava L., utilizando un polímero adsorbente Foto: E.
Daza.
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3.2.3. Análisis e identificación de los VOCs
El análisis de los VOCs de los diferentes tejidos evaluados se realizó en un
Cromatógrafo de Gases Shimadzu GC17A acoplado a un detector selectivo
de masas QP5050. El tiempo de desorción fue de 5 minutos, el puerto de
inyección se mantuvo a 250◦C en el modo de inyección splitless. Se utilizaron
dos columnas capilares: RTX-5 y DB-FFAP (30 m × 0,25 mm × 0,25 µm.
Restek y JW Scientific, respectivamente). El programa de temperatura fue
el siguiente: 40 ◦C por 4 minutos con un incremento de 4 ◦C/min hasta una
temperatura final de 300 ◦C para la columna RTX-5 y hasta 250 ◦C para
la columna DB-FFAP, por 10 minutos a la temperatura final. Como gas de
arrastre se usó Helio a un flujo de 1,5 mL/min.
Los índices de retención (IR) se calcularon de acuerdo con el método
de Kovats a partir de una mezcla de parafinas patrón (C10 − C26). En este
método, la retención cromatográfica de un compuesto en unas condiciones
específicas se determina con relación a la retención de una serie de alcanos
normales determinados en las mismas condiciones [Barrios & Morales, 2005].
Por definición el índice de retención de los alcanos es 100 veces su número
de carbonos.
El índice de Kovats de cada compuesto x se calculó con la siguiente
fórmula:
IR = 100n+ 100
[
t
′
R(x)− t
′
R(n)
t
′
R(N)− t′R(n)
]
,
donde t′R(x) es el tiempo de retención del compuesto objeto del cálculo, n el
número de átomos de carbono del alcano que eluye inmediatamente antes de
x, t′R(n) su tiempo de retención y t
′
R(N) el tiempo de retención del alcano
que eluye inmediatamente después de x.
La identificación preliminar de los compuestos realizada por compara-
ción con los espectros de masas de las bibliotecas (WILEY y EPA/NIH) se
completó con el uso de patrones de referencia o con los espectros reportados
en las bases de datos de espectros de masas. Los espectros de masas fueron
obtenidos en modo ionización electrónica (EM-IE) con una energía de 70 eV,
los iones se monitorearon en el rango m/z 30-350 u. Los datos se procesaron
con el software Class 5000 v 2.2 MS-Workstation. La concentración relativa
de cada uno de los VOCs se determinó con base en su relación de áreas.
Los siguientes patrones de referencia se adquirieron de la casa comercial
Sigma-Aldrich: acetato de cis-3-hexenilo, limoneno, 2-nonanona, alcohol fe-
netílico, butanoato de cis-3-hexenilo, decanal, 2-undecanona, hexanoato de
cis-3-hexenilo, β-cariofileno, α-humuleno, β-farneseno, heptadecano y (+)-
aromadendreno. La mezcla de patrones C10 − C26 se obtuvo de Merck.
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3.3. Resultados y Discusión
En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos al tomar las
muestras durante el día (9 a las 12 h) y durante la noche (19 a las 22 h)
en los mismos árboles del cultivo sano. Como se puede ver, las diferencias
encontradas entre el día y la noche fueron sólo cuantitativas, ya que no se
detectó una variación entre los VOCs identificados para un mismo estado fe-
nológico. Los espectros de masas de los VOCs detectados pueden observarse
en el apéndice A.
Tabla 3.1: Comparación de los VOCs detectados en la yema floral y el fruto
cuajado de la guayaba, Psidium guajava L., durante el día (D) y la noche
(N).
No Compuesto Fuente IR Fase fenológica
Yema Floral Fruto Cuajado
RTX-5 FFAP D N D N
1 Limoneno Std 1034 <1200 + + + +
2 Nonanal Std 1109 1376 + + - -
3 Copaeno EM 1387 - +++ + +++ +
4 β-Cariofileno Std 1433 1594 ++++ ++ ++++ ++
5 (+)-Aromadendreno Std 1477 1701 - - + +
6 Selineno EM 1501 - - - +++ +
7 Chamigreno EM 1512 1709 - - +++ +
Std= identificado con base en el índice de retención y el espectro de masas con un patrón de
referencia. EM= detectado y propuesto de acuerdo con el índice de retención y el espectro de
masas reportado en la literatura. IR=índice de retención para cada columna. Cantidades relativas
calculadas a partir del área del pico (%) y promedio de tres determinaciones: − = No detectado,
+ < 5%, ++ entre 5-10%, +++ entre 10-15%, y ++++ >15%.
Para la yema floral se identificaron cuatro compuestos, entre los cuales el
limoneno y el nonanal presentaron cantidades constantes en los dos horarios,
mientras que el copaeno y el β-cariofileno se encontraron en menor cantidad
para la captura realizada en la noche. Para el fruto cuajado se identifica-
ron seis compuestos, entre ellos tan sólo el limoneno mantuvo una cantidad
constante al comparar día y noche, los demás VOCs se detectaron en can-
tidades menores durante la noche. Vale la pena destacar que se detectaron
tres compuestos en común en estas dos fases: el limoneno, el copaeno y el
β-cariofileno. Con base en estos resultados se seleccionó el horario entre las
9 y las 12 h para la toma de muestras, ya que mayores cantidades detectadas
facilitan la identificación de los compuestos.
A continuación en la Tabla 3.2 se presentan los resultados de analizar los
VOCs de muestras tomadas en un cultivo sano entre las 9 am y las 12 m
correspondientes a las cinco fases de desarrollo de la planta, empleando las
dos técnicas propuestas (HS-MEFS y HSD).
44 Alicia Romero Frías
T
ab
la
3.
2:
V
O
C
s
de
te
ct
ad
os
en
ci
nc
o
fa
se
s
fe
no
ló
gi
ca
s
de
la
gu
ay
ab
a,
P
si
di
um
gu
aj
av
a
L.
,e
n
un
cu
lt
iv
o
sa
no
.
N
o
C
om
p
u
es
to
F
u
en
te
IR
V
O
C
s
(F
as
e
fe
n
ol
óg
ic
a/
m
ét
od
o
d
e
ex
tr
ac
ci
ón
)
Y
em
a
F
lo
ra
l
F
lo
r
A
b
ie
rt
a
F
lo
r
S
ec
a
F
ru
to
C
u
a
ja
d
o
F
ru
to
-
In
m
ad
u
ro
R
T
X
-5
F
FA
P
H
S-
M
E
F
S
H
SD
H
S-
M
E
F
S
H
S-
M
E
F
S
H
S-
M
E
F
S
H
SD
H
S-
M
E
F
S
1
A
ce
ta
to
de
ci
s
3-
he
xe
ni
lo
St
d
10
14
13
06
-
-
+
-
-
-
-
2
L
im
on
en
o
St
d
10
34
<
12
00
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
3
2-
N
on
an
on
a
St
d
10
99
13
75
-
-
+
-
-
-
-
4
N
on
an
al
St
d
11
09
13
76
+
-
+
-
-
-
-
5
A
lc
oh
ol
fe
ne
ti
líc
o
St
d
11
31
19
00
-
-
+
-
-
-
-
6
B
ut
ir
at
o
de
ci
s
3-
he
xe
ni
lo
St
d
11
95
-
-
-
+
-
-
-
-
7
D
ec
an
al
St
d
12
04
14
80
-
-
+
-
-
-
-
8
2-
U
nd
ec
an
on
a
St
d
13
04
15
79
-
-
+
+
+
-
-
-
-
9
C
op
ae
no
E
M
13
87
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
10
H
ex
an
oa
to
de
ci
s
3-
he
xe
ni
lo
St
d
13
92
-
-
-
+
+
-
-
-
-
11
β
-C
ar
io
fil
en
o
St
d
14
33
15
94
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
12
α
-H
um
ul
en
o
St
d
14
62
16
56
-
+
-
-
-
-
-
13
β
-F
ar
ne
se
no
St
d
14
48
16
58
-
-
+
-
-
-
-
14
(+
)-
A
ro
m
ad
en
dr
en
o
St
d
14
77
17
01
-
-
-
-
+
+
-
15
Se
lin
en
o
E
M
15
01
-
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
+
+
16
C
ha
m
ig
re
no
E
M
15
12
17
09
-
+
+
-
+
+
+
+
+
-
-
17
H
ep
ta
de
ca
no
St
d
17
00
17
00
-
-
+
+
-
-
-
-
S
td
=
id
en
ti
fic
ad
o
co
n
ba
se
en
el
ín
di
ce
de
re
te
nc
ió
n
y
el
es
pe
ct
ro
de
m
as
as
co
n
un
pa
tr
ón
de
re
fe
re
nc
ia
.E
M
=
de
te
ct
ad
o
y
pr
op
ue
st
o
de
ac
ue
rd
o
co
n
el
ín
di
ce
de
re
te
nc
ió
n
y
el
es
pe
ct
ro
de
m
as
as
re
po
rt
ad
o
en
la
lit
er
at
ur
a.
IR
=
ín
di
ce
de
re
te
nc
ió
n
pa
ra
ca
da
co
lu
m
na
.
C
an
ti
da
de
s
re
la
ti
va
s
ca
lc
ul
ad
as
a
pa
rt
ir
de
l
ár
ea
de
l
pi
co
(%
)
y
pr
om
ed
io
de
tr
es
de
te
rm
in
ac
io
ne
s:
−
=
N
o
de
te
ct
ad
o,
+
<
5
%
,
+
+
en
tr
e
5-
10
%
,
+
+
+
en
tr
e
10
-1
5
%
,
y
+
+
+
+
>
15
%
.
Cairomonas de la guayaba (Psidium guajava L.) 45
En este caso se lograron detectar diecisiete VOCs, a partir de la compa-
ración de los índices de retención y los espectros de masas con los estándares
de referencia correspondientes y de los cuales catorce fueron identificados por
comparación con sus patrones de referencia. En la Tabla 3.2 se resumen las
determinaciones realizadas y las cantidades relativas corresponden al prome-
dio de tres análisis distintos.
El mayor número de compuestos se detectó en la fase flor abierta, lo
cual era de esperarse, ya que la mezcla más abundante de VOCs es liberada
por las flores [Marín-Loaiza & Céspedes, 2007, Pinto-Zevallos et al., 2013].
Tan sólo en este estado fenológico se detectaron ésteres alifáticos (tipo C6)
tales como el acetato de cis-3-hexenilo, el buanoato de cis-3-hexenilo y el
hexanoato de cis-3-hexenilo, y compuestos más polares como la 2-nonanona,
2-undecanona, decanal y el alcohol fenetílico.
Las otras fases se caracterizaron por la presencia de mono y sesquiter-
penos, los sesquiterpenos β-cariofileno y copaeno se detectaron en las cinco
fases evaluadas, así como el monoterpeno limoneno el cual también fue pre-
viamente identificado en las hojas de la guayaba [Rouseff et al., 2008].
Tanto cuantitativa como cualitativamente, la composición de los VOCs
en la fase flor abierta fue diferente a la detectada en los otros tejidos, este
resultado podría explicar en parte la razón por la cual los insectos adultos
de picudo de la guayaba no se encuentran sobre las flores [Machuca, 2014].
Para tener los VOCs en solución y disponer de un extracto para evaluar
con los insectos, así como para comparar la eficiencia de este método frente
a la extracción por HS-MEFS, se utilizó la metodología de extracción por
medio de headspace dinámico (HSD) . Como se observa en la Tabla 3.2 al
comparar las dos metodologías usadas para extraer los VOCs en las fases ye-
ma floral y fruto cuajado del cultivo sano, se encontró que en la yema floral
sólo se detectaron los compuestos α-humuleno, selineno y chamigreno con la
metodología HSD, mientras el nonanal sólo se detectó al emplear HS-MEFS.
Con las dos metodologías se detectaron limoneno, copaeno y β-cariofileno.
Para el fruto cuajado por los dos métodos de extracción se detectaron los
mismos compuestos excepto el selineno y el chamigreno que sólo se detec-
taron mediante la técnica HS-MEFS. Los compuestos limoneno, copaeno y
β-cariofileno se encontraron tanto en la yema floral como en el fruto cuajado
y tanto por HS-MEFS y HSD.
Para evaluar los VOCs del cultivo infestado en las cinco fases fenológicas
seleccionadas sólo se utilizó la metodología HS-MEFS y la recolección se hizo
bajo las mismas condiciones descritas para el cultivo sano. Los resultados
muestran que para el caso de la guayaba (Psidium guajava L.) que ha sido
atacada por el picudo C. psidii, los VOCs producidos en cada una de las fases
en el cultivo infestado variaron respecto al cultivo sano (Ver Tabla 3.3).
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A continuación se destacan los principales cambios establecidos entre los
dos cultivos:
Yema floral: el α-humuleno se generó en una concentración significativa
al igual que en el fruto cuajado.
Flor abierta: aumento la cantidad de la 2-undecanona.
Flor seca: se detecto el nonanal, ausente en el cultivo sano.
Fruto cuajado: se detectaron acetato de cis 3-hexenilo, nonanal, α-
humuleno y β-farneseno que no se detectaron en el fruto cuajado del
cultivo sano, y la cantidad de β-cariofileno disminuyó considerablemen-
te.
Fruto inmaduro: las cantidades de copaeno y β-cariofileno disminuye-
ron.
Los resultados obtenidos no permitieron establecer una tendencia clara
a partir de la cual se lograra concluir un comportamiento general de los
VOCs detectados en el cultivo infestado respecto al sano. Sin embargo, sí
hicieron posible sugerir que el daño ocasionado por la presencia del insecto
podría afectar la biosíntesis de los derivados de ácidos grasos, conocida como
la ruta de los volátiles de hojas verdes (Ver Figura 3.4). Esto se refleja en
la producción de los VOCs de tipo alifático C6 y C9, tal como el nonanal
detectado en la flor seca. También podría haberse afectado la ruta de biosín-
tesis del ácido meválonico, la cual dirige la formación de los sesquiterpenos
volátiles C15 (Ver Figura 3.3). Esto concordaría con la variación establecida
para la cantidad de los sesquiterpenos α-humuleno y β-cariofileno en las fases
yema floral y fruto cuajado e inmaduro.
Los resultados obtenidos están de acuerdo con el hecho de que el daño
causado por el insecto puede variar la proporción de los compuestos en la
mezcla de VOCs. También vale la pena considerar que la emisión de los VOCs
de las plantas están influenciadas por una gran cantidad de factores que pue-
den alterar su síntesis, presión de vapor o difusión a la atmósfera lo cual se po-
dría reflejar en las cantidades emitidas [Fritzsche-Hoballah et al., 2002,Marín-
Loaiza & Céspedes, 2007,Maffei, 2010,Pinto-Zevallos et al., 2013].
Los VOCs del fruto de la guayaba han sido estudiados principalmente por
dos razones. La primera, con el objetivo de determinar cuáles son los respon-
sables de su aroma característico [Sinuco, 2009,Quijano, 2011] y, la segunda,
debido a que este fruto también es el hospedero y posible atrayente de al-
gunas moscas como: la mosca de la fruta mediterránea, C. capitata [Vargas
et al., 1983b], la mosca de la fruta oriental, B. dorsalis Hendel [Vargas et al.,
1983a] y la mosca de la fruta caribeña, A. suspensa (Loew) [Baranowski
et al., 1993]. Sin embargo, en estos estudios se han considerado únicamente
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los VOCs del fruto maduro de la guayaba [Hwang et al., 2002].
Este estudio es el primero que se realiza en Colombia sobre la ecología
química de un sistema cultivo-plaga con el cual se pretende aplicar la iden-
tificación de los VOCs de las fases fenológicas atrayentes del insecto-plaga
en campo, para establecer cuáles de los compuestos identificados podrían
participar en la comunicación química del mismo y podrían ser usados po-
tencialmente en su manejo integrado.
En resumen, al tomar muestras en un cultivo sano de Psidium guajava L.,
se identificaron los compuestos limoneno, copaeno y β-cariofileno en las cinco
fases fenológicas evaluadas; de estos sólo el β-cariofileno estuvo presente en
las cinco fases del cultivo infestado y su cantidad sólo se mantuvo constante
en la yema floral y la flor abierta, en las otras tres fases la cantidad relativa
fue menor que la determinada para el cultivo sano. Tanto el limoneno como
el β-cariofileno han sido reportados como semioquímicos para otros curcu-
lionídeos, así el limoneno se considera una cairomona para el Conotrachelus
nenuphar [Leskey et al., 2001] y el β-cariofileno para el Conotrachelus di-
midiatus [Contreras-Montañez & Tafoya, 2008]. Lo anterior sugirió que en
este caso también pueden desempeñar un papel como señales químicas en
la interacción entre la guayaba y el picudo de la guayaba C. psidii. En este
sentido es importante tener presente que para el caso de los curculionídeos,
se ha reportado que en general son atraídos hacia algunas partes específicas
de sus plantas hospederas [Szendrei et al., 2009], ya que la interacción entre
los insectos fitofágos y sus hospederos es mediada por los VOCs que son sin-
tetizados durante el metabolismo de las plantas y liberados posteriormente
al ambiente [Maffei, 2010,Hilker & Meiners, 2011].
3.4. Conclusiones
Por primera vez se identificaron los VOCs asociados a las fases fenoló-
gicas en las cuales se detecta la presencia del C. psidii, encontrándose
tres compuestos comunes: limoneno, β-cariofileno y copaeno, lo cual
sugiere que desempeñan un papel en la localización del hospedero que
realiza el insecto y actúan como cairomonas en la interacción planta-
insecto.
La variación en la composición de los VOCs detectados durante el día
y la noche, en las fases fenológicas yema floral y fruto cuajado, tan sólo
fue cuantitativa siendo mayor en el día, lo cual permite suponer que
posiblemente en la señalización nocturna del insecto participan VOCs
de otras fuentes.
Capítulo 4
Feromona de agregación del
picudo de la guayaba C. psidii
Como se mencionó en los capítulos 2 y 3, el control del picudo de la
guayaba Conotrachelus psidii a través de la aplicación de insecticidas no ha
resultado muy eficiente. La detección y el monitoreo de este tipo de plagas
basados en el uso de sus feromonas es una herramienta muy útil para ser
incorporada en el manejo integrado de plagas del cultivo. En este capítulo
se presentan algunos de los resultados de investigaciones sobre feromonas de
curculionídeos. Luego se exponen, la metodología y resultados que se obtu-
vieron al analizar los VOCs liberados por los machos y hembras de C. psidii,
con miras a separar e identificar los posibles candidatos a feromona de agre-
gación de esta especie (Figura 4.1).
Figura 4.1: Agregación de insectos adultos de C. psidii sobre un fruto de guayaba.
Foto: A. Romero-Frías.
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4.1. Antecedentes
El éxito en la identificación química de las feromonas de algunos insec-
tos ha generado un gran interés en la investigación sobre ellas. De hecho,
las feromonas fueron consideradas como una nueva generación de agentes de
control de plagas, por lo que se ha dado un progreso rápido en la separa-
ción e identificación de un amplio rango de feromonas de insectos [El-Sayed.,
2014]. Las feromonas sexuales y de agregación son comunes entre picudos.
Sin embargo, el estado del conocimiento de las mismas varía ampliamente
entre especies. Para algunas especies de picudos tan sólo hay indicios de que
la feromona existe, pero para otras se han realizado estudios detallados sobre
el comportamiento, la fisiología, el aislamiento químico, la identificación, la
síntesis y su desarrollo comercial [Tewari et al., 2014].
Las feromonas de los insectos son moléculas orgánicas volátiles de bajo
peso molecular que pueden producir respuestas de comportamiento en indi-
viduos de una misma especie y pueden ser usadas en la comunicación entre
miembros tanto del mismo sexo como del opuesto [Phillips, 1997]. Las fero-
monas son generalmente producidas por glándulas exocrinas especializadas.
Por ejemplo para el picudo del algodón Anthonomus grandis Boheman (Co-
leoptera: Curculionidae), se estableció que la producción de su feromona de
agregación ocurre en el intestino [Taban et al., 2006]. Las feromonas modu-
lan actividades críticas en los insectos como el apareamiento y la localización
del hospedero, y son clasificadas de acuerdo con estos efectos [Tewari et al.,
2014].
La producción y la liberación de las feromonas es gobernada por una
amplia variedad de factores ambientales y mecanismos fisiológicos. Entre los
factores que pueden tener impacto sobre la liberación de las feromonas se in-
cluyen el ritmo circadiano, la temperatura, la presencia de fuentes de alimen-
to y la edad de los insectos. La cantidad de feromona que los insectos liberan
es extremadamente baja y dependiendo de la especie puede variar desde unos
pocos nanogramos hasta microgramos por día [Piñero & Ruiz-Montiel, 2012];
sin embargo su eficiencia es alta porque pueden ejercer su efecto a distancias
muy lejanas de donde se producen. Tal es el caso del principal componente
de la feromona del picudo del agave Scyphophorus acupuntactus Gyllenhaal
(Coleoptera: Curculionidae), para el cual se reportó que su proporción de
liberación está entre 0,2 y 2,1 ng/24 horas [Ruiz-Montiel et al., 2009]. Ade-
más, su detección depende de factores tales como la naturaleza química, la
volatilidad, la solubilidad y la persistencia en el ambiente [Heuskin et al.,
2011].
Los curculionídeos son escarabajos que pertenecen a la superfamilia Cur-
culionoidea, para la cual se han descrito alrededor de 60.000 especies [Mar-
valdi & Lanteri, 2005]. Por sus hábitos de vida, el estudio de comportamiento
de los curculionídeos es relativamente complejo. En su gran mayoría, los cur-
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culionídeos son fitófagos, tanto en la fase larval como en la adulta. Muchas
especies son plagas importantes de cultivos de interés comercial, así como de
granos almacenados.
El uso de insecticidas para el control de los curculionídeos-plaga es muy
ineficiente ya que, en general, estos insectos actúan como brocas y se alimen-
tan del interior de los frutos, tallos y semillas. La necesidad de encontrar
medidas de control más efectivas y seguras para el medio ambiente, exige la
búsqueda de nuevos métodos de manejo a partir de los cuales se logre mini-
mizar el impacto de estos insectos. Esto hace que el uso de las feromonas se
constituya en una herramienta bastante promisoria en el manejo integrado
de estas plagas [Ambrogi et al., 2009].
La mayoría de las feromonas conocidas de los curculionídeos son feromo-
nas de agregación, producidas por los machos y usualmente atraen ambos
sexos. No obstante también se han identificado algunas feromonas en hem-
bras. Entre estas últimas se incluyen feromonas sexuales de larga distancia
que atraen principalmente machos, y de corta distancia, conocidas como fe-
romonas de contacto que permiten el reconocimiento de los coespecíficos.
Asimismo, se conocen las feromonas de oviposición que algunas hembras
usan para marcar los hospederos en los cuales colocan sus huevos. Hasta el
momento se han identificado las feromonas para 29 especies de picudos y los
VOCs provenientes de sus plantas hospederas para 36 especies [Tewari et al.,
2014]. También se ha estudiado el sinergismo entre las feromonas y los VOCs
de las plantas hospederas, que promueve la agregación sobre un hospedero,
para cerca de 61 especies de picudos [Piñero & Ruiz-Montiel, 2012]. Además
de estas feromonas, también se han reportado ejemplos de curculionídeos que
utilizan feromonas de otras especies como cairomonas [Bartelt, 1999].
Los VOCs que se han reportado como feromonas de curculionídeos corres-
ponden, básicamente, a dos clases de estructuras: monoterpenoides principal-
mente cíclicos, y derivados de ácidos grasos como alcoholes, cetonas y ésteres
con cadenas metilramificadas y número de carbonos variable. También se ha
establecido que estos compuestos muestran una relación estructural en con-
cordancia con la taxonomia de la subfamilia correspondiente [Ambrogi et al.,
2009].
Algunas de las feromonas de agregación tipo monoterpenoide que han
sido identificadas para curculionídeos, con subfamilia y tribu respectivas, se
presentan en la Tabla 4.1 y sus estructuras químicas se muestran en la Figura
4.2.
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De otra parte, la identificación de las feromonas de agregación también
ha servido para esclarecer los grupos taxonómicos de la familia curculio-
nidae. Se ha establecido que los curculionídeos de las subfamilias Conode-
rinae, Curculioninae, Lixinae y Molytinae tienden a producir monoterpe-
noides cíclicos como componentes de sus feromonas, por ejemplo: grandi-
sol (2a), 2Z - y 2E -(3,3-dimetilciclohexilideno)etanol (3 y 4) y sus aldehí-
dos correspondientes: (2Z )-(3,3-ciclohexilideno)acetaldehído (5) y 2E -(3,3-
ciclohexilideno)acetaldehído (6) (Tabla 4.1). En la familia Curculionidae, se
identificaron derivados de ciclohexalidenos como componentes de la feromo-
na de agregación del picudo del algodón A. grandis. Los compuestos 5 y 6
también estan presentes en la feromona de A. eugenii, B. punctiventris y C.
caryae. La presencia de 5 y 6 también se detectó en los VOCs producidos
por los machos de A. rubi, pero para esa especie no se estableció actividad
biológica de esos compuestos.
En el caso de los curculionídeos de las subfamilias Dryophthorinae y En-
timinae, las cuales incluyen algunas especies tales como D. borassi, varias
especies de Rhynchoporus y de Sitophilus, se ha reportado la presencia de
alcoholes alifáticos secundarios de 5 a 10 carbonos como feromonas. Con base
en lo mencionado, se ha logrado establecer que los compuestos identificados
en las feromonas muestran una relación estructural en concordancia con la
taxonomía de la subfamilia correspondiente [Ambrogi et al., 2009].
Algunas de las feromonas mencionadas se producen comercialmente. Por
ejemplo el rincoforol y el ácido grandisoico son empleadas con éxito en el
monitoreo y manejo del picudo de la palma y el picudo de la ciruela, res-
pectivamente. Así, el uso de las feromonas en el control de insectos-plaga
presenta ventajas como que permite determinar la dinámica poblacional de
una plaga, facilitando la toma de decisión por parte del productor. En el
caso de las feromonas de agregación, el efecto positivo también se debe a que
estas atraen ambos sexos, lo cual se refleja en el incremento del número de
capturas en campo.
Por lo anterior, establecer las condiciones bajo las cuales los insectos
producen la feromona de agregación del picudo de la guayaba C. psidii en
cautiverio así como la identificación de sus componentes constituye un re-
sultado fundamental en la ecología del sistema guayaba Psidium guajava L.
-C. psidii.
4.2. Metodología
4.2.1. Insectos
Las colonias de Conotrachelus psidii fueron establecidas con adultos de
edad y estado de apareamiento desconocido, colectados en cultivos comer-
ciales de guayaba con altos niveles de infestación (más de 12 insectos adul-
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tos/árbol), localizados en la vereda Popoba Sur sector Delicias, municipio de
Puente Nacional (Santander, Colombia).
Dada la actividad nocturna del insecto, las capturas se hicieron al inicio y
al final de la escotofase, entre los meses de abril a julio y noviembre a diciem-
bre de 2013, y abril a junio de 2014. Para ello se utilizó la técnica conocida
como «red de golpe» o «manteo» [Insuasty et al., 2007]; en la Figura 4.3 se
muestra la diposición de la manta que se utiliza para realizar esta actividad.
Figura 4.3: Red de golpe utilizada para la captura de C. psidii adultos en el árbol
de guayaba Psidium guajava L. Foto: A. Romero-Frías.
Antes de las capturas mencionadas, en el año 2012, se capturaron va-
rios individuos de C. psidii en diferentes regiones de los departamentos de
Santander y Boyacá, los cuales fueron enviados para su identificación al Ins-
tituto de Biociências de la Universidade de São Paulo, a través del Museo
Entomológico de la Universidad Nacional de Colombia. La especie Molyti-
nae, Conotrachelini, Conotrachelus psidii Marshall, 1922 (Figura 4.4), fue
confirmada por el taxonomista Dr. Sergio Antonio Vanin; en el apéndice B
puede observarse una copia del reporte de identificación.
Figura 4.4: Muestra de la especie Conotrachelus psidii Marshall, 1922 cedida al
Museo Entomológico de la Universidad Nacional de Colombia. Foto: A. Romero-
Frías.
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Los insectos recolectados se llevaron al laboratorio en donde se diferencia-
ron sexualmente por observación con un estereoscopio Nikon SMZ800, para
la separación se consideraron las siguientes características del dimorfismo
sexual de la especie, descritas en estudios previos: (1) en la región superior
del primer segmento toráxico, próximo a la cabeza –pronoto–, los machos
presentan pilosidad densa, mientras en las hembras es reducida o ausente;
(2) en la región superior del abdomen, debajo del élitro, las hembras pre-
sentan el último segmento –pigídio– totalmente cubierto por el penúltimo,
mientras que en los machos el pigídio es parcialmente visible; (3) el primer
segmento del abdomen de la región ventral –esternito– de las hembras es
más protuberante que el segundo, convexo y carece de pilosidad, mientras
que en los machos es ligeramente concávo y con pilosidad densa [Silva-Filho,
2005,Silva-Filho et al., 2007]. Estas diferencias se ilustran en la Figura 4.5.
Figura 4.5: Características del dimorfismo sexual en insectos adultos de C. psidii.
A: Hembras, B: Machos. Tomado de [Silva-Filho et al., 2007].
Además de estas caraterísticas morfológicas, el menor tamaño (Figura
4.6) y el estridor abdominal propio de los machos contribuyeron a separar-
los [Silva-Filho et al., 2007].
Figura 4.6: Diferencia en tamaño de insectos adultos de C. psidii : Hembra (iz-
quierda). Macho (derecha). Foto: E. Daza.
Los insectos separados por sexo se mantuvieron, hasta la realización de
las extracciones, en cajas de plástico con frutos verdes de guayaba como ali-
mento, suministro diario de agua, a una temperatura de 20 ± 2◦C, humedad
relativa entre 70-90% y un fotoperíodo de 12:12 h.
Feromona de agregación del picudo de la guayaba Conotrachelus psidii 57
4.2.2. Extracción de los VOCs de machos y hembras
La extracción de los VOCs de los insectos se realizó en el laboratorio y al
igual que para las cinco fases fenológicas de la guayaba se usaron las técnicas
de extracción HS-MEFS y HSD (capítulo 3, sección 3.2.2).
Para el método de HS-MEFS, los VOCs liberados por los insectos de C.
psidii se recolectaron utilizando fibras de PDMS/DVB/CAR (50/30 µm). En
ensayos preliminares se probaron cuatro fibras disponibles comercialmente:
PDMS, 100 µm; PDMS/DVB, 65 µm; CAR/PDMS, 75 µm; y PDMS/DVB-
CAR, 50/30 µm. De estas se eligió la última porque en el análisis por CG-EM,
se detectó el mayor número de VOCs.
Se realizaron varios ensayos para extraer los VOCs. En cada extracción
se usaron grupos con un número distinto de adultos machos y hembras.
Las extracciones se realizaron durante la escotofase en razón de la activi-
dad nocturna del insecto. Cada extracción se realizó con insectos diferentes,
empleando 1h de tiempo de equilibrio para la formación del headspace y 12
horas de tiempo de muestreo, es decir, de exposición de la fibra. Los grupos
de insectos se encerraron sin ninguna fuente de alimento en cámaras de vi-
drio de 100 mL selladas herméticamente como la que se observa en la foto
de la Figura 4.7.
Figura 4.7: Cámara de headspace utilizada para extraer los VOCs de Conotrachelus
psidii, por HS-MEFS. Foto: A. Romero-Frías.
Con la metodología de HSD se hicieron múltiples ensayos de extracción
con grupos conformados por diferentes cantidades de machos y hembras adul-
tos por separado. Para cada experimento se colocaron los insectos en cámaras
de aireación de vidrio de las siguientes dimensiones 33 cm largo × 4 cm diá-
metro externo. Se realizaron ensayos en ausencia y presencia de alimento;
como fuentes de alimento se probaron yemas florales, frutos cuajados y fru-
tos inmaduros (entre 6-8 g). Cada experimento de extracción se llevo a cabo
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por períodos de 24h a una temperatura de 23 ± 2◦C. En todos los casos, el
flujo de aire se mantuvo a 1.0 L/min y fue humidificado con una trampa de
agua y filtrado con carbón activado antes de entrar a la cámara de aireación
o headspace. El montaje de las cámaras de aireación empleadas puede verse
en la foto de la Figura 4.8.
Figura 4.8: Cámaras de headspace utilizadas para extraer los VOCs de Conotra-
chelus psidii, por HSD. Foto: A. Romero-Frías.
Los VOCs liberados por los insectos fueron recolectados sobre 0,5 g del
polímero adsorbente Hayesep D 80/100 (DVB, Supelco), el cual estaba so-
portado en columnas de vidrio (10 cm × 0.5 cm de diámetro). En ensayos
preliminares se estableció que el polímero Hayesep D (DVB) retenía un ma-
yor número de VOCs que el Porapak Q (4-etil-estireno-DVB) y el ORBO-32
(carbón activado). Para el blanco del sistema se usaron cada una de las
fuentes de alimento empleadas y se recolectaron bajo las mismas condicio-
nes, claro está sin la presencia de los insectos.
La elución de los VOCs se realizó con 300 µL de hexano grado HPLC
(Merck). Los extractos así obtenidos se concentraron con una corriente de
nitrógeno hasta un volumen final de 50 µL y se analizaron por CG-EM. Los
extractos obtenidos de la repeticiones de cada experimento se mezclaron con
el objetivo de aumentar la concentración de los VOCs.
4.2.3. Análisis e identificación de los VOCs
Los análisis de los extractos se realizaron por CG-EM en el modo io-
nización electrónica (EM-IE), bajo las mismas condiciones descritas en el
capítulo 3, sección 3.2.3. Se utilizaron las mismas dos columnas capilares:
RTX-5 y DB-FFAP (30 m × 0,25 mm × 0,25 µm. Restek y JW Scientific,
respectivamente). El programa de temperatura en este caso fue el siguiente:
50◦C por 1 minuto con un incremento de 7◦C/min hasta una temperatura
final de 250◦C por 10 min [Ambrogi et al., 2012].
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Los extractos también se analizaron por CG-EM modo ionización quími-
ca (EM-IQ) para lo cual se usó un cromatografo de gases Trace GC Ultra
acoplado a un detector de trampa de iones ITQ900 (Thermo Scientific). Se
empleó el mismo programa de temperatura descrito en el párrafo anterior.
Los espectros de masas se obtuvieron por ionización química negativa usando
como gas reactivo metano a un flujo de 2,5 mL/min. Los datos se procesaron
con el software Xcalibur v 2.0.
La identificación de los VOCs liberados por los machos y las hembras de
C. psidii se realizó de la misma manera como se describió en el capítulo 3,
sección 3.2.3. Para confirmar la identidad de los compuestos, adicionalmente
a los compuestos mencionados en el capítulo anterior, se adquirieron comer-
cialmente β-pineno y eucaliptol de Sigma-Aldrich.
4.3. Resultados y Discusión
A partir de múltiples experimentos se establecieron las condiciones bajo
las cuales se detectaban los VOCs macho-específicos con las dos metodologías
empleadas. Para la HS-MEFS se encontró que debían usarse grupos míni-
mo de 10 insectos adultos, sin presencia de alimento y exponiendo la fibra
durante la escotofase por 12h. Mientras que para la HSD debían emplearse
grupos de 30 insectos adultos, en presencia de frutos cuajados de guayaba
(6-8 g) como fuente de alimento, durante al menos durante 4 días seguidos.
De otra parte, en ambos casos se constató que los VOCs macho-específicos
sólo eran producidos por insectos que no llevasen más de una semana de ha-
ber sido traídos del campo. Los resultados que se muestran a continuación
corresponden sólo a los experimentos realizados bajo estas condiciones.
4.3.1. VOCs que median la comunicación química
En la Tabla 4.2 se resumen los resultados obtenidos para machos y hem-
bras de C. psidii por los dos métodos de extracción y las condiciones anterior-
mente mencionadas. El limoneno y el β-cariofileno se detectaron en machos y
en hembras, tanto por HS-MEFS como por HSD. Además por HSD se logró
detectar α-humuleno como compuesto común en machos y hembras. Resulta
interesante notar que el limoneno y β-cariofileno también fueron detectados
en las cinco fases fenológicas del cultivo sano (Tabla 3.2) y el β-cariofileno
en las del cultivo infestado (Tabla 3.3).
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El hecho de que el limoneno y el β-cariofileno hayan sido detectados tan-
to en las cinco fases fenológicas de la guayaba, como en los insectos adultos
de C. psidii, sugiere su papel como aleloquímicos, específicamente como cai-
romonas; así que estos compuestos que son liberados por la planta y por el
C. psidii influyen en la comunicación química entre estas dos especies. Las
cairomonas provenientes de su planta hospedera podrían ayudarle a los adul-
tos de C. psidii a establecer la disponibilidad de un sitio para alimentarse y
ovipositar. Para el caso específico del limoneno, se ha reportado por ejemplo
que la especie Dendroctonus pseudotsuga Hopkins (Scolytidae), escarabajo
del pino de Oregón, obtiene y secuestra este monoterpeno de su hospedero.
Luego, tanto los machos como las hembras del insecto, en presencia de seña-
les acústicas del sexo opuesto, liberan limoneno con los componentes de su
feromona de agregación. En ese caso el limoneno ejerce un efecto sinérgico
que promueve la agregación de los insectos [Tillman et al., 1999].
Además de los VOCs mencionados, en los machos de C. psidii también
se detectaron β-pineno, eucaliptol, decanal, (+)-aromadendreno y copaeno.
De estos, el decanal fue reportado como atrayente para la captura de Cono-
trachelus dimidiatus en campo [Tafoya et al., 2011] y ha sido reportado como
cairomona del Conotrachelus nenuphar [Prokopy et al., 2001]. El hecho de
que estos compuestos sean detectados en los extractos de los insectos podría
indicar que provienen de su hospedero. No obstante, experimentalmente es
muy difícil distinguir entre los compuestos de la planta hospedera que son
liberados a partir del alimento masticado o de las heces, de los que son se-
cuestrados por el insecto y liberados después.
Es importante resaltar que el copaeno también fue detectado en las cinco
fases fenológicas del cultivo sano (Tabla 3.2), sin embargo, en el presente
estudio no se logró confirmar la identidad de este compuesto, dado que no
se contó con el patrón de referencia.
Después de numerosos ensayos, los cuales implicaron recolectar insectos
en campo durante diferentes períodos del año, extraer los VOCs por HS-
MEFS, de una parte y por otra recolectando los VOCs por HSD mediante
extracciones diarias y sucesivas con el objeto de obtener una cantidad detec-
table instrumentalmente, se logró detectar dos compuestos macho-específicos
(Figura 4.9), compuestos 6 y 4 de la Tabla 4.2. Estos dos compuestos, mayo-
ritario 6 y minoritario 4, no han sido reportados como productos naturales
vegetales. A continuación se describirá el proceso que se llevó a cabo para su
identificación.
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Figura 4.9: Cromatogramas de los VOCs liberados por machos (♂) y hembras
(♀) adultos de C. psidii con HS-MEFS en una columna RTX-5, mostrando dos
compuestos macho-específicos (4) y (6). Los números corresponden con los de la
Tabla 4.2.
Papayanol: VOC Mayoritario (6)
Los espectros de masas del compuesto mayoritario (6) se presentan en la
Figura 4.10. El espectro por IQ mostró un ion pseudomolecular [M − H]−
en m/z 169 indicando que el peso molecular del compuesto era 170. En el
espectro de masas por IE se observó un pico base en m/z 139 y una frag-
mentación característica de un terpeno. La señal en m/z 139 concuerda con
el fragmento [M − CH2OH]+, característico de la presencia de un alcohol
primario, mientras que el ion fragmento en m/z 155 es el producto de la
pérdida de un grupo metilo a partir del ion molecular [M − CH3]+.
Teniendo en cuenta las estructuras químicas que han sido previamen-
te identificadas para curculionídeos de especies cercanas al C. psidii como
grandisol, ácido grandisoico, entre otras, resultó razonable proponer una es-
tructura que se encontrará relacionada con el mismo esqueleto terpenoide.
Así, por comparación de los índices de retención y de los espectros de ma-
sas con una muestra de Papayanol sintético con estereoquímica definida1,
la estructura del compuesto mayoritario se confirmó como 2-hidroximetil-
2,6-dimetil-3-oxabiciclo[4.2.0]octano con fórmula molecular M=C10H18O2.
El nombre de este compuesto se debe a que fue identificado por primera vez
como uno de los componentes de la feromona de agregación del picudo de la
papaya Pseudopiazurus obesus [Zarbin et al., 2007,Zarbin et al., 2010].
1La muestra de Papayanol fue suministrada por el profesor Paulo Zarbin de la Univer-
sidad Federal do Paraná (Curitiba-PR, Brasil).
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Figura 4.10: Espectros de masas del compuesto mayoritario (6) liberado por los
machos de C. psidii : (A) ionización química negativa y (B) ionización electrónica.
Se ha propuesto que el Papayanol podría formarse a partir de la epoxida-
ción del grupo 1-metiletileno del grandisol y posterior abertura del epóxido
intermediario por ataque del grupo hidroxilo [Zarbin et al., 2010]. Vale la
pena anotar que los epóxidos se reconocen como intermediarios biogené-
ticos en la producción de feromonas. El mecanismo de formación de este
compuesto se parece al establecido para el Pityol (2-(1-hidroxi-1-metiletil)-
5-metiltetrahidrofurano), componente de la feromona del Pityphthorus pit-
yographus, a partir del sulcatol (6-metil-5-hepten-2-ol) [Blomquist & Vogt,
2003].
Papayanal: VOC Minoritario (4)
El espectro de masas (IE) del compuesto minoritario (4) se presenta
en la Figura 4.11, este espectro muestra una fragmentación muy similar a
la del Papayanol (Figura 4.10) pero con un índice de retención diferente
(IRPapayanol=1280, IRPapayanal 1192/RTX-5). En primera instancia se sugi-
rió la presencia de un diastereoisómero. Sin embargo, el ión pseudomolecular
en m/z 167 obtenido por IQ –modo negativo– confirmó que el peso molecular
de este compuesto era de 168 u.
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Figura 4.11: Espectros de masas del compuesto minoritario (4) liberado por los
machos de C. psidii : (A) ionización química negativa y (B) ionización electrónica.
La iones fragmento en m/z 139 [M − 29]+ y m/z 111 [M − 57]+ en
el espectro de masas (IE) corresponden a la pérdida de los grupos formil y
CH2 = CH−CHO+, respectivamente. Con base en lo mencionado, se sugirió
como estructura más probable para el compuesto minoritario (4) el 2-formil-
2,6-dimetil-3-oxabiciclo[4.2.0]octano, con fórmula molecular: M=C10H16O2,
el cual sería obtenido por oxidación del Papayanol y por ser su aldehído, se
le denominó Papayanal.
La presencia del Papayanal es justificable por razones biogenéticas ya
que podría producirse a partir del grandisol, el cual ha sido previamente
identificado en otras especies de curculionídeos [Zarbin et al., 2010]. La mez-
cla alcohol:aldehído en las feromonas de agregación de picudos también ha
sido reportada para otras especies, por ejemplo: la mezcla ((1R,2S )-(+)-
grandisol) y su aldehído (1R,2S )-(+)-grandisal) se ha encontrado para el
picudo de la papaya Pseudopiazurus obesus [Zarbin et al., 2007] y el picudo
de los pinos Pissodes castaneus [Marques et al., 2011]. Para confirmar la
identidad estructural del Papayanal se realizó su síntesis como se describe a
continuación.
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4.3.2. Síntesis del papayanal
La obtención del papayanal implicó dos etapas: la síntesis del papayanol
y la oxidación del papayanol hasta su aldehído correspondiente.
(i) Síntesis del (1R,2S,6R)-papayanol
La síntesis del (1R,2S,6R)-papayanol, se llevó a cabo a través de la epo-
xidación del 1R,2S -(+)grandisol con ácido m-cloroperbenzoico (Figura
4.12) de acuerdo con el procedimiento descrito por Zarbin y colaborado-
res (2010). Se preparó una solución de 33,4 mg (0,194 mmol) de ácido
m-cloroperbenzoico (Sigma-Aldrich) en diclorometano anhidro, a la cual
se adicionaron 20 mg (0,129 mmol) de 1R,2S -(+)-grandisol al 95% (Be-
doukian Research Inc). La mezcla se mantuvo a 0 ◦C en un baño de
polipropilenglicol y se agitó por 20 h. Posteriormente, se adicionaron 10
mL de una solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio, también a
0 ◦C. Después de la separación de las dos fases, la fase acuosa se extrajo
tres veces con porciones de 20 mL de éter etílico. Las fases orgánicas se
reunieron y se secaron con sulfato de magnesio y se concentraron con
nitrógeno. El residuo se separó sobre silica usando como eluyente una
mezcla de hexano:acetato de etilo en proporción 9:1.
Figura 4.12: Esquema de la síntesis del papayanol. Tomado de [Zarbin et al., 2010].
Se obtuvieron 0,09 mmol (rendimiento de 68%) de (1R,2S,6R)-papayanol,
como un aceite incoloro. El producto de la reacción se analizó por CG-EM
con una columna RTX-5 y por cromatografía de gases enantioselectiva en
un cromatográfo 7890A de Agilent Technologies con una columna capilar
Astec ChiraldexTM B-PH (30 m × 0.25 mm × 0,12 µm.; Supelco). El
programa de temperatura para la columna quiral fue el siguiente: 60◦C
de temperatura inicial con un incremento de 1◦C/min hasta una tem-
peratura final de 100◦C. En la Figura 4.13 se presenta el cromatograma
enatioselectivo obtenido.
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Figura 4.13: Análisis por cromatografía de gases enantioselectiva del (1R,2S,6R)-
papayanol en una columna capilar Astec ChiraldexTM B-PH.
(ii) Oxidación del (1R,2S,6R)-papayanol hasta su aldehído
La oxidación del (1R,2S,6R)-papayanol se llevó a cabo con 76.0 mg (0.216
mmol) de perrutenato de tetrapropilamonio (Tokyo Chemical Industry
Co.), el cual se adicionó en tres porciones, a una mezcla de 366.5 mg
(2.16 mmol) papayanol (94% e.e.), 380.0 mg (3.24 mmol) de N-óxido
de 4-metilmorfolina (Wako Pure Chemical Industries) y 760 mg de ta-
mices moleculares pulverizados a 4Å (Wako Pure Chemical Industries)
en diclorometano (10 mL) a temperatura ambiente. Después de 30 mi-
nutos, la mezcla de la reacción se filtró sobre silica-gel y se eluyó con
éter etílico. Después de eliminar el solvente, el residuo se separó sobre
silica-gel usando como eluyente una mezcla de hexano/éter etílico= 7:3
obteniendo 197.5 mg (rendimiento de 54.4%) de (1R,2S,6R)-papayanal
(94% e.e.), al igual que el papayanol se obtuvo como un aceite incoloro.
El producto de la reacción se analizó por CG-EM con una columna
RTX-5 y por cromatografía de gases enantioselectiva en un cromato-
grafo 7890A de Agilent Technologies con una columna capilar Astec
ChiraldexTM B-PH (30 m × 0.25 mm × 0,12 µm.; Supelco). El pro-
grama de temperatura para la columna quiral fue el siguiente: 60 ◦C de
temperatura inicial, con un incremento de 0.1 ◦C/min hasta una tempe-
ratura final de 100 ◦C. En la Figura 4.14 se presenta el cromatograma
obtenido. La síntesis de este compuesto fue realizada con la colabora-
ción del doctor Yasuhiro Murata de Fuji Flavor Co., Ltd. (Midorigaoka,
Hamura-city, Tokio, Japón).
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Figura 4.14: Análisis por cromatografía de gases enantioselectiva del (1R,2S,6R)-
papayanal en una columna capilar Astec ChiraldexTM B-PH.
(iii) Datos espectroscópicos de los compuestos sintéticos
Tanto para el (1R,2S,6R)-papayanol como para el producto de su oxida-
ción, los espectros de RMN 1H y 13C (Ver apéndice C) fueron tomados
en un espectrometro Bruker Biospin AVANCE III, (400 MHz, CDCl3).
Los desplazamientos químicos se calibraron con las señales residuales del
CHCl3 (δH=7.24 y δ13C=77.0). Las rotaciones ópticas de los dos com-
puestos fueron medidas con un polarímetro digital JASCO DIP-370.
(1R,2S,6R)-papayanol.
Figura 4.15: Estructura molecular del (1R,2S,6R)-papayanol.
1H-RMN (400 MHz, CDCl3): δ[ppm]=1.12 (s, 3H, CH3 C-11);
1.16 (s, 3H, CH3 C-10); 1.32 (ddd, 1H, 2J = 14.0 Hz,3J = 2.0 / 2.0
Hz, He C-5); 1.43-1.50 (m, 1H, Hendo C-7); 1.55-1.62 (m, 1H, Hexo
C-7); 1.57-1.65 (m, 1H, Hexo C-8); 1.73-1.79 (m, 1H, CH C-1); 1.90
(ddd, 1H, 2J = 13.3 Hz, 3J = 13.3 / 5.1 Hz, Ha C-5); 1.94-2.04 (m,
1H, Hendo C-8); 3.23 (d, 1H, 2J = 10.9 Hz, CH2OH); 3.42 (d, 1H,
2J = 10.9 Hz, CH2OH); 3.53 (ddd, 1H, 2J = 12.3 Hz, 3J = 12.3 /
2.2 Hz, Ha C-4); 3.63 (ddd, 1H, 2J = 12.0 Hz, 3J = 5.2 / 2.1 Hz,
He C-4).
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13C-RMN (100 MHz, CDCl3): δ[ppm]=18.0 (C-8); 20.2(C-10);
28.1(C-11); 33.6(C-7); 34.1(C-5); 35.8(C-6); 45.1(C-1); 57.5(C-4);
68.9(C-9); 72.9(C-2).
[α]D25=−34.4◦ (C=1.00. n-hexano).
(1R,2S,6R)-papayanal.
Figura 4.16: Estructura molecular del (1R,2S,6R)-papayanal.
1H-RMN (400 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 1.12 (s, 3H, CH3 C-11);
1.21 (s, 3H, CH3 C-10); 1.37 (ddd, 1H, 2J= 14.0 Hz, 3J= 2.3 /
2.3 Hz, He C-5); 1.47-1.55 (m, 1H, Hendo C-7); 1.58-1.66 (m, 1H,
Hexo C-7); 1.59-1.67 (m, 1H, Hexo C-8); 1.87-1.93 (m, 1H, CH C-
1); 1.88-1.96 (m, 1H, Ha C-5); 1.90-2.00 (m, 1H, HendoC-8); 3.59
(ddd, 1H, 2J = 12.2 Hz, 3J = 12.2/2.2 Hz, Ha C-4); 3.77 (ddd, 1H,
2J= 12.0 Hz, 3J= 4.9/ 2.4 Hz, He C-4); 9.44 (s, 1H, CHO (C-9)).
13C-RMN (100 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 17.7 (C-8); 19.2(C-10);
28.1(C-11); 33.6(C-7); 34.0(C-5); 36.2(C-6); 43.3(C-1); 57.6(C-4);
78.7(C-2); 204(C-9).
[α]D25=−201◦(C=1.00. n-hexano).
Las señales obtenidas en los espectros de RMN 1H y 13C para el (1R,2S,6R)-
papayanol coinciden con lo reportado por Zarbin y colaboradores (2010),
quienes identificaron y sintetizaron por primera vez esta molécula. Los des-
plazamientos químicos de las señales en los espectros de RMN 1H y 13C
del papayanal fueron muy similares a los del papayanol, a excepción de las
señales en δH=9.44 y δ13C= 204 concordantes con la presencia del grupo
carbonilo en el C-9.
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Tanto el (1R,2S,6R)-papayanol como el (1R,2S,6R)-papayanal sintéticos
se analizaron por CG-EM en una columna RTX-5 y se compararon con el
extracto obtenido de los machos de C. psidii (Ver Figura 4.17). Los espectros
de masas y los índices de retención fueron idénticos a los compuestos libera-
dos por los machos de C. psidii. Confirmando así la identidad estructural de
los compuestos mayoritario (6) y minoritario (4). Esta es la primera vez que
se reporta la presencia de papayanal en la naturaleza y de acuerdo con lo que
se ha anotado sería uno de los componentes de la feromona de agregación
del C. psidii.
Figura 4.17: Cromatogramas de los VOCs obtenidos de: (A) machos de C. psidii,
(B) (1R,2S,6R)-papayanol y (C) (1R,2S,6R)-papayanal, en una columna RTX-5.
4.3.3. Factores que afectan la liberación de la feromona
En la búsqueda de los VOCs componentes de la feromona de agregación
se logró determinar que en su producción influyen los factores que a conti-
nuación se describen.
Para corroborar el horario de liberación de la feromona, los VOCs de los
machos de C. psidii se recolectaron en ausencia de alimento por HS-MEFS,
utilizando los mismos individuos, separadamente en la fotofase (6-18 h) y la
escotofase (18-6 h) durante tres días. Los VOCs atribuidos a la feromona,
papayanal (4) y papayanol (6) sólo fueron detectados durante la escotofase
como se muestra en los cromatogramas de la Figura 4.18.
70 Alicia Romero Frías
Figura 4.18: Cromatogramas de los VOCs liberados por machos de C. psidii (HS-
MEFS, columna RTX-5) durante la fotofase (A) y la escotofase (B). Los números
corresponden con los de la Tabla 4.2.
Otro resultado interesante fue que en ausencia de alimento los VOCs
de la feromona no se producen. Antes de colectar los VOCs por HS-MEFS
durante la escotofase (12 h) los insectos siempre fueron alimentados, mientras
en el caso de la metodología por HSD se hicieron ensayos por períodos de
24 h, en presencia y ausencia de alimento y se determinó que en ausencia
de este los VOCs de la feromona no se producían; situación que se ilustra
en los cromatogramas de la Figura 4.19. Este tipo de resultados también ha
sido reportado para otros escarabajos que se agregan sobre un hospedero en
respuesta a su feromona [Landolt & Phillips, 1997].
Figura 4.19: Cromatogramas de los extractos de machos de Conotrachelus psidii
obtenidos por HSD en ausencia de alimento (A), y en presencia de frutos inmaduros
de guayaba (B). En el segundo se señalan los dos compuestos liberados por los
machos (4) y (6), los números corresponden a los identificados en la Tabla 4.2.
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Adicionalmente, se logró establecer que el tipo de alimento también in-
fluye sobre la producción de la feromona, para ello se suministraron como
fuentes de alimento: frutos maduros, frutos inmaduros, frutos cuajados y
yemas florales, y se determinó que los componentes de la feromona sólo se
lograban detectar, por la metodología HSD a partir del cuarto día de ex-
tracción, cuando se utilizaban como fuentes fruto inmaduro, fruto cuajado y
yema floral. Cuando se suministraban frutos maduros no se producía o se re-
querían bastante más días de extracción para lograr detectarlos. El efecto del
tipo de alimento en la producción de la feromona también ha sido reportado
para otros coleópteros, por ejemplo para Rhyzopherta dominica (Coleoptera:
Bostrichidae) [Edde et al., 2007,Ruiz-Montiel et al., 2009].
El hecho de que la producción de los VOCs que constituyen la feromona
de agregación sólo se detecte en insectos que han sido alimentados podría
indicar que algunos de los VOCs del hospedero actuan como precursores
químicos de la feromona de agregación de este insecto. La biosíntesis de fe-
romonas derivadas de terpenos, a través de la modificación de los compues-
tos de su hospedero, ha sido reportada para curculionídeos [Tillman et al.,
1999,Blomquist et al., 2010]. Tal es el caso del picudo del algodón, Anthono-
mus grandis, para el cual se identificó que los isómeros geométricos, geraniol
y nerol, provenientes de su planta hospedera actúan como precursores de su
feromona [Thompson & Mitlin, 1979]. Otro ejemplo que sustenta esta hi-
pótesis es el reportado para el I. paraconfusus en el cual se logró establecer
que los compuestos ipsdienol e ipsenol, que son los principales constituyentes
de su feromona, eran producidos por los machos después de ser expuestos
a vapores de mirceno, un monoterpeno presente en sus hospederos (Pinus
spp.) [Hughes, 1974,Tillman et al., 1999].
Después de haber establecido los VOCs macho-específicos candidatos a
ser los componentes de la feromona del C. psidii y con el objetivo de esta-
blecer el posible efecto de la presencia de las hembras en la producción de
la feromona, se realizó una extracción por HSD durante 5 días de 10 machos
y 10 hembras adultos juntos, con frutos cuajados de guayaba (6-8g) como
fuente de alimento (bajo las mismas condiciones descritas para la extracción
por HSD de los insectos separados por sexo). En la Figura 4.20 se presenta
el pico cromatográfico obtenido para el papayanol (VOC mayoritario), en los
extractos de machos y de parejas, lo cual permite sugerir que la presencia de
las hembras incrementa la producción de este compuesto.
Tanto al utilizar la metodología HS-MEFS como la HSD se estableció
que los insectos empleados en las extracciones no debían tener más de diez
días de haber sido colectados en el campo, ya que después de este tiempo los
componentes de la feromona no eran liberados o se producían en cantidades
inferiores a las detectables por los métodos utilizados. Esto puede deberse
probablemente a la habituación de los insectos, mediante la cual ante un
estímulo repetido, la respuesta es cada vez menos intensa, y puede produ-
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Figura 4.20: Pico cromatográfico correspondiente al papayanol en el extracto de
machos de Conotrachelus psidii (línea roja) y en el extracto de parejas (línea negra).
cir cambios en sus comportamientos. En este caso, dado que los insectos
disponen de alimento y permanecen en grupo podría conllevar a inhibir la
producción de la feromona de agregación; la habituación ha sido reportada
para curculionídeos [Gerard & Crush, 2003]. Otro factor que puede influir
es la edad de los insectos, la cual no puede ser controlada cuando estos son
recolectados en campo, pero de acuerdo con lo que se ha logrado estable-
cer es determinante en la producción de las feromonas [Ruiz-Montiel et al.,
2003,Ruiz-Montiel et al., 2009].
4.4. Conclusiones
Por primera vez en Colombia se identifican los VOCs que podrían actuar
como semioquímicos del C. psidii, y se establecen algunos de los factores
que influyen en la producción de los VOCs constituyentes de la feromona de
agregación macho-específica de este insecto como a continuación se describe:
Los machos de C. psidii liberan dos compuestos específicos: el papaya-
nol y el papayanal. Esta es la primera vez que el papayanal se reporta
en la naturaleza.
La alimentación con fruto cuajado o fruto inmaduro permite la pro-
ducción de los VOCs macho-específicos del C. psidii.
La liberación del papayanol y el papayanal ocurre durante la escotofase,
lo cual coincide con lo esperado dada la actividad nocturna del insecto.
Los compuestos limoneno y β-cariofileno identificados en las fases fe-
nológicas de la guayaba en las cuales se detecta la presencia del C.
psidii, se encontraron tanto en machos como en hembras adultos de
este insecto convirtiéndose así en posibles cairomonas.
Los resultados presentados en este capítulo sugieren que la comunicación
del C. psidii es mediada por semioquímicos, específicamente por cairomo-
nas provenientes de su planta hospedera en combinación con la feromona
de agregación producida por los machos. Para confirmar su función como
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semioquímicos, en el próximo capítulo se presentan los resultados de evaluar
la interacción de los compuestos identificados con el C. psidii a través de
medidas electrofisiológicas y de comportamiento.
4.5. Perspectivas
Dado el estridor abdominal que producían los machos en cautiverio al
inicio de la escotofase se considera conveniente establecer el papel que
este desempeña.
De acuerdo con las observaciones realizadas y lo reportado en otros
estudios, es posible que en el apareamiento de la especie también par-
ticipe un feromona sexual de contacto, la cual se esperaría que fuese
liberada por las hembras. Se sugiere la realización de estudios que per-
mitan corroborar esta hipótesis.
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Capítulo 5
Evaluación de la respuesta del
C. psidii frente a los VOCs
En este capítulo se presentan los resultados de la evaluación de la res-
puesta del C. psidii (Figura 5.1) frente a algunos de los VOCs identificados
como posibles cairomonas de la guayaba en el capítulo 3 y posibles compo-
nentes de la feromona de agregación del insecto en el capítulo 4. Primero
se presenta la evaluación electrofisiológica del C. psidii frente a diferentes
fuentes de olor medidas con la técnica de cromatografía de gases acoplada a
electroantenografía (CG-EAD) y luego, las respuestas de comportamiento a
través del empleo de un olfatómetro en Y.
Figura 5.1: Insectos adultos de Conotrachelus psidii en su hospedero natural (Psi-
dium guajava L.). Foto: A. Romero-Frías.
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5.1. Antecedentes
Como se mencionó en el capítulo 2, sección 2.2.3, la percepción mediante
el olfato es un proceso de gran importancia para los insectos porque está
involucrado en los patrones de comportamiento más importantes como son
la alimentación, el apareamiento y la oviposición. La evaluación de las res-
puestas de comportamiento mediante el uso de olfatómetros y las medidas
electrofisiológicas, hechas con de la técnica de cromatografía de gases acopla-
da a electroantenografía (CG-EAD), contribuyen al proceso de identificación
de los VOCs frente a los cuales una especie responde.
Es importante mencionar que existe una interacción entre las feromonas
de los insectos y las cairomonas provenientes de sus plantas hospederas. Esta
interacción se manifiesta sobre la fisiología y el comportamiento de los insec-
tos y se refleja en diferentes tipos de estrategias a partir de las cuales ellos
optimizan sus procesos vitales [Landolt & Phillips, 1997].
Como se ha mencionado a través de todo el texto, el picudo Conotrache-
lus psidii, es una de las plagas más importantes del cultivo de la guayaba
(P. guajava). En el capítulo 3 se mostró que el limoneno y el β-cariofileno se
detectaron tanto en las fases fenológicas de la guayaba como en los insectos
adultos de C. psidii, sugiriendo su papel como cairomonas en la interacción
planta-insecto. Estos VOCs fueron cuantitativamente importantes en las fa-
ses yema floral y fruto cuajado (Tabla 3.2), en las cuales el C. psidii se
encuentra. También en el capítulo 4, se presentaron el papayanol y el papa-
yanal como los compuestos producidos especifícamente por los machos de C.
psidii, lo cual sugirió su papel como componentes de la feromona de agrega-
ción de la especie. Con la evaluación que se presenta a continuación se buscó
confirmar su papel como semiquímicos.
5.2. Metodología y Resultados
Para evaluar las respuestas del C. psidii frente a los VOCs de su hospede-
ro y sus coespecíficos, se estableció una nueva colonia con adultos de edad y
estado de apareamiento desconocidos. Las colectas de insectos se realizaron
entre los meses de noviembre a diciembre de 2013 y enero a junio de 2014
de la misma manera como se describió en el capítulo 4, sección 4.2.1. Los
insectos se encontraron en cultivos comerciales de guayaba con altos niveles
de infestación de C. psidii (más de 12 insectos adultos/árbol), localizados en
la vereda Popoba Sur sector Delicias, municipio de Puente Nacional y en la
vereda Portachuelo, municipio de Vélez (Santander, Colombia).
Según se describió en la sección 4.2.1 del capítulo 4, los insectos después
de recolectados, se llevaron al laboratorio en donde se diferenciaron sexual-
mente por observación con un estereoscopio y se mantuvieron en cajas de
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plástico separados por sexo hasta la realización de las medidas elecrofisioló-
gicas1 y los bioensayos de comportamiento. Los insectos se alimentaron con
frutos inmaduros de guayaba, se les suministró agua y fueron mantenidos a
una de temperatura de 20 ±2 ◦C, una humedad relativa entre 70 − 90% y
un fotoperíodo de 12:12 h.
5.2.1. Respuestas electrofisiológicas del C. psidii
La evaluación de la respuesta electrofisiológica se realizó frente a los ex-
tractos de las fases yema floral y fruto cuajado de la guayaba obtenidos
por la metodología HSD (capítulo 3, sección 3.2.2), frente a los extractos
de los machos en presencia de una fuente de alimento (capítulo 4, sección
4.2.2), y luego frente a algunos VOCs sintéticos que habían sido identifica-
dos tanto en la planta como en el insecto. El limoneno y el β-cariofileno se
detectaron en las fases fenológicas de la guayaba y en los insectos adultos
de C. psidii, a partir de lo cual se sugirió su papel como cairomonas2. El
(1R,2S,6R)-papayanol también se evalúo debido a que se identificó como el
VOC mayoritario de los específicos liberados por los machos, lo cual sugirió
su función como componente de la feromona de agregación del C. psidii3.
Antes de utilizar la técnica de cromatografía de gases acoplada a electro-
antenografía y evaluar la respuesta de las antenas del C. psidii a diferentes
fuentes de olor, se caracterizó la morfología externa de la antena del C. psidii
por medio de microscopía electrónica de barrido (SEM) con el objetivo de
conocer su estructura y establecer la forma de realizar el contacto eléctrico.
Para tal fin, se usó un microscopio electrónico de barrido FEI QUANTA
200 (operado a 30kV). Las antenas se cortaron de los individuos (5 de cada
sexo) y se metalizaron en un sputter SDC-050 (Balzers), en condiciones de
prevacío (<10-1 torr) con argón como gas de arrastre (plasma) sobre una
placa (ánodo) de oro-paladio (8:2), la película se depositó sobre las muestras
(cátodo) a corriente de descarga de ±50mA y el espesor típico de ±200nm.
En la Figura 5.2 se observa la microfotografía obtenida por SEM de la
morfología de la antena de un macho adulto de C. psidii con sus partes: el
segmento basal o escapo, el segundo segmento o pedicelo y la parte apical o
1Para las medidas electrofisiológicas los insectos fueron llevados hasta el Laboratório
de Ecologia Química e Comportamento de Insetos de la Universidade de São Paulo (USP-
ESALQ) ubicado en la ciudad de Piracicaba/SP, Brasil. Se cumplieron con los requisitos
fitosanitarios exigidos tanto para la exportación como la importación; de acuerdo con la
normatividad vigente en Brasil, antes de llegar al laboratorio los insectos fueron sometidos
a cuarentena en el Laboratório de Quarentena «Costa Lima», Embrapa Meio Ambiente,
localizado en la ciudad de Jaguariúna/SP (Ver apéndice D).
2El copaeno también se detectó en la planta y en los insectos pero no se dispuso de
este debido a que fue descontinuado por la casa comercial proveedora.
3Estos experimentos no pudieron ser realizados para el papayanal por la ausencia de
insectos durante el segundo semestre de 2014 y primeros meses de 2015 como resultado
del fenónemo del Niño.
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flagelo. Tanto para los machos como para las hembras de C. psidii, se observó
que la antena presentaba la misma forma y tamaño (aproximadamente 2
mm de longitud), y sus segmentos mostraron el mismo tipo de estructuras
sensoriales. En ambos casos, el diámetro del flagelo se incrementó hacia el
ápice.
Figura 5.2: Microscopía electrónica de barrido de la estructura de la antena de un
macho de Conotrachelus psidii adulto.
Para las medidas electrofisiológicas se usó un cromatográfo de gases (Shi-
madzu GC-2010) acoplado a un detector electroantenográfico (Syntech). Se
empleó una columna HP-5MS (30 m × 0.25 mm × 0.25 µm, Agilent) y el
mismo programa de temperatura que para el análisis de los VOCs liberados
por los insectos (Sección 4.2.3, capítulo 4). El extremo de la columna capilar
se encontraba conectado a un tubo de vidrio en forma de Y, el cual permitía
la división del flujo en dos partes iguales, una hacia el detector FID (250◦C)
y la otra hacia la línea de transferencia humidificada con una corriente de
aire hacia el puerto electroantenográfico. Las respuestas de las antenas se
registraron con el software Syntech GC-EAD 32, versión 4.6.
Para realizar los registros CG-EAD, la base de la antena fue cuidado-
samente cortada de la cabeza de los insectos (machos y hembras) con unas
microtíjeras y se fijó entre los dos electrodos de acero inoxidable usando una
gota de un gel conductor de la electricidad (Signagel, Parker, Labs.). En la
electroantenografía las antenas pueden usarse de dos maneras, soportadas
sobre electrodos con un gel conductor o unidas a través de un capilar (Figu-
ra 5.3). Ambas opciones fueron evaluadas para el C. psidii y debido a que
se obtuvo una señal más estable mediante la fijación de las antenas sobre los
electrodos con gel, se decidió usar este método con las antenas.
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Figura 5.3: Antenas de C. psidii usadas en las medidas electroantenográficas: (A)
fijadas entre dos electrodos con gel y (B) colocadas entre dos capilares con solución
salina. Fotos: A. Romero-Frías.
En las condiciones utilizadas, no se logró obtener ninguna respuesta elec-
troantenográfica reproducible al evaluar la respuesta del C. psidii frente a
los extractos de las fases yema floral y fruto cuajado de la guayaba, ni frente
a los extractos de los machos de C. psidii alimentados. Dada esta situación,
se procedió a realizar unos ensayos en los cuales una alícuota del extracto era
soplada directamente al detector electroantenográfico con la ayuda de un pe-
dal; este procedimiento se conoce como Puff (Ver Figura 5.4) [SYNTECH,
2004]. Los puffs se realizaron en intervalos de 20 segundos y la respuesta
electroantenográfica se midió para alícuotas de 10 µL de cada uno de los
extractos.
Figura 5.4: Montaje empleado para realizar los ensayos puff con las antenas del
C. psidii.
El tipo de respuesta obtenida al evaluar las antenas de los machos y las
hembras frente a alícuotas de 10 µL de los extractos de la planta y de los ma-
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chos, puede observarse en la Figura 5.5. La respuesta de las antenas presenta
una amplitud mayor en presencia del extracto que contiene los VOCs de los
machos. Estas respuestas mostraron que las antenas del C. psidii respondían
a los extractos y además constituyeron una evidencia del efecto sinérgico que
podrían tener los VOCs de su hospedero natural al estar en presencia de los
VOCs macho-específicos del C. psidii.
Figura 5.5: Respuesta electroantenográfica de la antena de una hembra de C. psidii
obtenida al evaluar mediante puffs, los extractos de la planta y de los machos.
La técnica de CG-EAD también se empleó para evaluar los VOCs R(+)-
y S (-)-limoneno, β-cariofileno y (1R,2S,6R)-papayanol, todos a una concen-
tración de 100 µg/mL, la cual fue seleccionada de acuerdo con la experiencia
del grupo de investigación de Ecologia Química e Comportamento de Insetos
de la Universidade de São Paulo (USP-ESALQ).
Las antenas de los machos y las hembras del C. psidii no fueron estimu-
ladas por los compuestos β-cariofileno, R(+)-limoneno y S (-)-limoneno en
las condiciones de análisis. De acuerdo con la literatura, la respuesta de un
insecto frente a un VOC específico puede verse afectada por su concentra-
ción [Dickens, 1986]. Por ejemplo, Leskey y colaboradores encontraron que
en el laboratorio el C. nenuphar era atraído hacia los VOCs de su hospe-
dero a bajas concentraciones, pero era repelido cuando estos compuestos se
encontraban en dosis altas [Leskey et al., 2001]. También es posible que las
antenas del C. psidii posea pocos receptores para estos compuestos, pero
para confirmar ambas hipótesis se requiere realizar otros estudios.
En el caso del (1R,2S,6R)-papayanol a una concentración de 100 µg/mL,
se encontró que este compuesto macho-específico provocaba respuestas en
las antenas en los insectos adultos de C. psidii. Para ilustrar este resulta-
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do, en la Figura 5.6 se muestra la respuesta simultánea del detector FID y
del detector electroantenográfico cuando la antena de un macho de C. psidii
fue estimulada con (1R,2S,6R)-papayanol. Este resultado evidencia que este
compuesto hace parte de los componentes de la feromona de agregación de
la especie.
Figura 5.6: Respuesta simultánea del detector cromatográfico (FID, columna HP5-
MS) y el detector electroantenográfico (EAD) de una antena de un macho de C.
psidii estimulada con (1R,2S,6R)-papayanol a una concentración de 100 µg/mL.
5.2.2. Respuestas de comportamiento del C. psidii
Las respuestas de comportamiento del C. psidii frente a los VOCs fueron
evaluadas mediante bioensayos en un olfatómetro de dos vías, el cual consis-
tió de un tubo de vidrio en Y de 3,5 cm de diámetro, 20 cm de longitud y
brazos de 10 cm, con un ángulo en Y de 90◦ (Ver Figura 5.7). Los extremos
de los brazos del olfatómetro fueron conectados, con mangueras de teflón,
a cámaras de vidrio que contenían el estímulo olfativo o el solvente control.
Las fuentes de olor probadas se presentan en la Tabla 5.1. Para las diluciones
se utilizó hexano grado HPLC (Merck).
Todos los bioensayos fueron realizados durante la escotofase4 en presen-
cia de luz roja para evitar la interferencia de la luz blanca, a temperatura
ambiente (20 ± 2oC), humedad relativa de 80 ± 10% y un flujo de aire de
1 L/min purificado previamente con un filtro de carbón activado y pasado a
través de una trampa de agua en donde era humedecido.
Cada bioensayo consistió en comparar la respuesta del insecto frente al
estímulo de una fuente de olor (2µL) versus una cantidad igual de hexano
4Se realizaron ensayos previos a partir de los cuales se estableció que durante la fotofase
los insectos no respondían a ningún estímulo.
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Figura 5.7: Olfatómetro de dos vías utilizado en la evaluación de la respuesta del
C. psidii a las fuentes de olor.
Tabla 5.1: Fuentes de olor de guayaba, Psidium guajava L. y de Conotrachelus
psidii evaluadas en un olfatómetro en Y. n=número de repeticiones.
Bioensayo n Fuente de olor
Machos Hembras
1 37 40 Extracto HSD de la yema floral
2 35 38 Extracto HSD del fruto cuajado
3 40 38 Limoneno (100 µg/mL)
4 40 40 β-cariofileno (100 µg/mL)
5 32 25 Extracto HSD de los machos + alimen-to
6 39 40 (1R,2S,6R)-papayanol (1 µg/mL)
7 30 26 (1R,2S,6R)-papayanol (10 µg/mL)
8 37 40 (1R,2S,6R)-papayanol (100 µg/mL)
9 31 34 Limoneno (100 ug/mL) + (1R,2S,6R)-papayanol (100 µg/mL)
10 29 29 β-cariofileno (100 ug/mL) +(1R,2S,6R)-papayanol (100 µg/mL)
11 18 20 S (-)-limoneno (100 µg/mL)
12 20 20 R(+)-limoneno (100 µg/mL)
grado HPLC (Merck) como solvente control. Para evitar sesgos por laterali-
dad, el olfatométro se roto 180◦ sobre su eje después de cada bioensayo.
Antes de cada bioensayo los insectos adultos de C. psidii se colocaron
en cajas plásticas en un cuarto libre de olor y se privaron de alimentación
durante 24 h. La edad y el estado de apareamiento de los insectos no se
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controló. El picudo (macho o hembra) se introdujo en la base del tubo del
olfatómetro, y su comportamiento se observó durante 5 minutos. Cada insec-
to se colocó en el olfatómetro sólo después de que el bioensayo con el insecto
anterior había finalizado por completo. Se consideró que la selección de una
fuente de olor era positiva cuando el insecto atravesaba 5 cm de un brazo
del olfatómetro y permanecía en él por lo menos 2 minutos. Los individuos
que no realizaron ninguna elección durante este tiempo no se incluyeron en
el análisis estadístico. Cada bioensayo se realizó con un número de machos
y hembras que osciló entre 18 y 40.
Para colocar la fuente de olor en cada repetición, se utilizó un trozo de
algodón en trenza (0,5 cm × 0,5 cm) humedecido con las soluciones de los
compuestos a evaluar. Antes de iniciar el ensayo, los algodones impregnados
con las soluciones de los compuestos se dejaron evaporar por 10 segundos.
Después de cada bioensayo, todas las partes del olfatómetro se lavaron con
una solución de detergente Extrán alcalino (Merck), se enjuagaron con ace-
tona (Merck) y se secaron a 100◦C durante 30 minutos para evitar contami-
nación cruzada.
Para validar las condiciones en las cuales se utilizaría el olfatómetro, se
realizaron ensayos previos utilizando como fuentes de olor frutos cuajados
de guayaba y frutos cuajados en presencia de machos. Se logró establecer
que los insectos, tanto machos como hembras eran atraídos a estas fuentes,
lo cual permitió confirmar que el sistema funcionaba y podría usarse para
evaluar la respuesta de los insectos frente a los extractos y a los compuestos
puros.
Para comparar la respuesta binaria del C. psidii, los resultados obtenidos
en las medidas olfatométricas (Tubo en Y) se analizaron con la prueba chi-
cuadrado (Apéndice E). Como hipótesis nula se consideró una distribución
50:50. El análisis de los datos se realizó con el programa WinSTAT para
Excel 2007 (V. 2012.1.0.84).
En la Figura 5.8 se muestran las respuestas olfatométricas de los machos
y las hembras de C. psidii. Como se observa, ambos sexos fueron atraídos
significativamente hacia los extractos de la yema floral y el fruto cuajado así
como hacia el limoneno a una concentración de 100 µg/mL. Este resultado
está de acuerdo con los resultados previos reportados en los capítulos 3 y 4, ya
que la señalización química del hospedero le indica al insecto la disponibilidad
de una fuente se alimento.
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Los resultados encontrados en este estudio difieren de lo reportado por
Silva-Filho y colaboradores (2012), quienes encontraron que la atracción ha-
cia la yema floral sólo era significativa estadísticamente para los machos. De
acuerdo con lo reportado por los autores, los insectos usados para hacer es-
tas evaluaciones fueron recolectados un día antes de ser realizadas, pero al
igual que en este estudio, se desconocía la edad y el estado de apareamiento
de los insectos. Como se sabe, el estado fisiológico así como otras variables
medioambientales puede influir sobre la respuesta de los insectos frente a las
diferentes fuentes de olor.
También Silva-Filho y colaboradores (2012) mencionaron que los machos
eran atraídos hacia las yemas florales debido a que probablemente ellos con-
sumen esta parte de la planta, mientras que las hembras consumen la pulpa
de la fruta. Hasta donde se conoce, no hay ningún otro estudio a partir del
cual se pueda confirmar esta hipótesis. Además, según los resultados de ellos
mismos, las hembras tampoco eran atraídas hacia los frutos maduros, lo cual
también contradice su interpretación.
Los resultados aquí obtenidos sugieren que el C. psidii podría usar el
limoneno como cairomona para localizar un hospedero apropiado para su ali-
mentación y oviposición. Este compuesto también ha sido reportado como se-
mioquímico de otro curculionídeo, el Conotrachelus nenuphar (Herbst) [Les-
key et al., 2001, Piñero & Prokopy, 2003] y además ha sido utilizado como
atrayente en trampas para el monitoreo y control del curculionídeo Hylobius
pales L [Siegfried, 1987].
En contraste, el β-cariofileno a la misma concentración (100 µg/mL) no
resultó atractivo para los picudos de la guayaba. Esto puede deberse a la
concentración utilizada. El hecho de que la concentración influya sobre la
respuesta de un insecto frente a un VOC específico no es nuevo en ecología
química y ha sido reportado para otras especies de picudos [Dickens, 1986].
Por ejemplo, Leskey y colaboradores (2001) encontraron que el C. nenuphar
era atraído hacia varios VOCs de su hospedero en concentraciones bajas pero
era repelido por los mismos VOCs cuando se encontraban en concentracio-
nes altas. Sin embargo, cuando probaron los VOCs en el campo a las mismas
dosis evaluadas en el laboratorio, los insectos era atraídos por los VOCs.
Los autores sugirieron que la repelencia de los insectos hacia los VOCs eva-
luados a concentraciones altas en el laboratorio podría deberse a artefactos
ocasionados por las condiciones de las evaluaciones, las cuales implicaban cá-
maras selladas y distancias muy cortas. Esto indica que la concentración del
β-cariofileno podría haber sido un factor determinante para la respuesta del
C. psidii. Se requiere realizar otros experimentos con los cuales se evalue la
respuesta del insecto frente a diferentes concentraciones de este compuesto,
para confirmar o rechazar su papel como cairomona.
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En la Figura 5.8 también se observan los resultados obtenidos al evaluar
los dos enantiómeros del limoneno, teniendo en cuenta que se ha reportado
que la estereoquímica influye en la atracción de los picudos. Puede verse que
tanto el S (-) como el R(+)-limoneno, a una concentración de 100 µg/mL,
provocaron una atracción estadísticamente significativa de los picudos. La
atracción identificada diferenció entre hembras y machos, las primeras res-
ponden al S (-)-limoneno y los machos al R(+)-limoneno. Se ha reportado
que la quiralidad puede influir en la respuesta de los insectos frente a los
VOCs. En algunos casos la presencia de un sólo isómero resulta significativa
pero, en otros, es necesaria la presencia simultánea de los dos isómeros para
que se produzca el efecto esperado [Ablard et al., 2012]. Es posible que la es-
teroquímica de este compuesto cumpla alguna función en el reconocimiento
que realizan los insectos adultos de C. psidii. Se requieren otros estudios a
partir de los cuales se logre confirmar esta hipótesis.
La evaluación de la respuesta del insecto frente al papayanol en distintas
combinaciones se presenta en la Figura 5.9. Es importante notar que tanto
machos como hembras respondieron a las concentraciones de 100 y 10 µg/mL
de (1R,2S,6R)-papayanol, pero a la concentración de 1 µg/mL tan sólo los
machos fueron atraídos significativamente (P<0.05). Estos resultados con-
firman el papel del (1R,2S,6R)-papayanol como componente de la feromona
de agregación de esta especie. Algunas especies han mostrado que su res-
puesta a las feromonas de agregación de sus coespecíficos es dependiente de
la dosis [Raffa, 2001]. En general, para los curculionídeos las feromonas de
agregación son producidas por los machos y son utilizadas tanto para la lo-
calización del hospedero como para el apareamiento [Bartelt, 1999].
Como se mencionó en la sección 2.3.3, en curculionídeos es común que se
presente sinergia entre sus feromonas y los VOCs provenientes de sus plantas
hospederas, por esta razón se probaron los dos VOCs del hospedero en combi-
nación con el componente mayoritario de los VOCs liberados por los machos
de C. psidii (Figura 5.9). La mezcla limoneno y (1R,2S,6R)-papayanol atrajo
significativamente (P<0.05) a los machos de C. psidii. Esto permitió sugerir
un efecto aditivo o sinérgico del limoneno proveniente de la planta hospede-
ra con el (1R,2S,6R)-papayanol para los machos. Efectos similares han sido
reportados para algunas especies del género Gnathotrichus [Borden et al.,
1980] y el picudo de la palma [Jaffé et al., 1993]. En el caso de la mezcla
del (1R,2S,6R)-papayanol con β-cariofileno, los insectos adultos de C. psidii
no fueron atraídos significativamente, lo cual podría deberse al hecho de que
este VOC proveniente de su planta hospedera tenga un efecto inhibitorio o
repelente, que podría llegar a interrumpir la respuesta del insecto a su pro-
pia feromona lo cual ha sido reportado en otros estudios [Reddy & Guerrero,
2004].
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Las diferencias de respuesta determinadas entre las medidas olfatométri-
cas y las electrofisiológicas pueden ser explicadas por el hecho de que para
las electrofisiológicas fue necesario llevar los insectos hasta el Laboratorio de
Ecologia Química e Comportamento de Insectos (ESALQ/USP) en Brasil.
Lo cual implicó el desplazamiento vía aérea de los insectos hasta allá y el
tiempo de cuarentena. Es posible que la condición de estrés a la que fueron
sometidos así como el largo período de tiempo transcurrido desde su captura
hayan podido influir sobre las respuestas. Por ejemplo, existe evidencia que
demuestra que los insectos ajustan sus comportamientos de vuelo y aparea-
miento en respuesta a los cambios en la presión barométrica. En un estudio
reciente se demostró que tres especies diferentes de insectos (Coleoptera, Le-
pidoptera y Hemiptera) modificaron aspectos de su comportamiento sexual
en respuesta a los cambios en la presión barométrica [Pellegrino et al., 2013].
No se presentan resultados de la evaluación de las respuestas electrofisio-
lógica y de comportamiento frente al (1R,2S,6R)-papayanal debido a que no
se pudo contar con un número suficiente de insectos para confirmar su papel
como componente de la feromona de agregación de la especie 5.
5.3. Conclusiones
A partir de los resultados presentados en este capítulo se logró estable-
cer la actividad biológica de VOCs provenientes del hospedero y del propio
insecto, la cual confirmó su función como semioquímicos del C. psidii de la
siguiente manera:
Se corroboró el papel del limoneno como cairomona así como el efecto
de su quiralidad.
Se confirmó el papel del (1R,2S,6R)-papayanol como componente de
la feromona de agregación.
5.4. Perspectivas
Se considera necesario llevar a cabo otros estudios a partir de los cuales
pueda establecerse el efecto de la concentración de los VOCs identifi-
cados sobre la respuesta del C. psidii.
5Entre noviembre de 2014 y enero de 2015 tan sólo se lograron conseguir 18 insec-
tos adultos (13 hembras y 5 machos) con los cuales no fue posible obtener respuestas
concluyentes.
Capítulo 6
Propuesta de manejo del C.
psidii con semioquímicos
De acuerdo con los resultados presentados hasta el momento se decidió
evaluar el efecto de los VOCs caracterizados como atrayentes de insectos
adultos de C. psidii en cultivos de guayaba. Esta evaluación preliminar en
campo permitió establecer el potencial de este sistema para la captura del
picudo de la guayaba. Un sistema de detección de adultos de C. psidii, a tra-
vés del uso de trampas de monitoreo (Figura 6.1) que contengan cairomonas
provenientes de la guayaba o feromonas del insecto podría ser importante
para prevenir la ocurrencia de la plaga y permitir su manejo más adecuado,
reduciendo el uso de insecticidas y preservando los enemigos naturales en el
agroecosistema.
Figura 6.1: Trampa tipo pirámide utilizada para la captura del C. psidii en campo.
(1) Contenedor de insectos y ubicación del liberador de VOCs, (2) Cono colector,
(3) Base de la trampa. Foto: E. Daza.
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6.1. Antecedentes
El concepto según el cual los insectos dependen de estímulos químicos
para asegurar algunas actividades fundamentales durante su ciclo de vida,
como lo son el apareamiento, la alimentación y la reproducción, ha genera-
do el surgimiento de nuevas estrategias en el manejo y control de insectos.
La posibilidad de que se manipulen estos estímulos químicos ha permitido
modificar el comportamiento de los insectos y regular su supervivencia, a
través del empleo de compuestos químicos conocidos como «modificadores
del comportamiento» [Bento, 2001].
Durante la última década, los desarrollos enfocados hacia el manejo de
plagas han incursionado en la búsqueda de técnicas más seguras y amigables
con el ambiente [Witzgall et al., 2010], lo cual ha implicado que se incorporen
compuestos modificadores del comportamiento dentro de los programas de
manejo integrado de plagas (MIP). El uso de las feromonas o de aleloquími-
cos como herramientas para manipular el comportamiento puede ayudar a
complementar los programas de manejo existentes, lo que tiene efectos bené-
ficos como lo es la reducción del uso de insecticidas de origen químico [Tewari
et al., 2014].
Como parte de las aplicaciones del uso de los semioquímicos se encuen-
tra, entre otras, la detección o determinación de la incidencia prematura de
las plagas, la cual puede representar una reducción enorme en el uso de los
insecticidas. El uso de estos compuestos también puede ayudar al levanta-
miento de áreas infestadas, contribuyendo a establecer la distribución de un
insecto en un área geográfica dada. Es importante considerar el hecho de
que las trampas cebadas con semioquímicos atrayentes son suficientemente
sensibles para capturar insectos selectivamente; con base en este principio,
una proporción mínima de captura puede ser utilizada como una señal para
calcular o predecir el momento de ocurrencia del estadio susceptible del ciclo
de vida del insecto [Bento, 2001].
Las feromonas de agregación de los insectos, y particularmente en la fa-
milia Curculionidae, representan una herramienta bastante sensible para la
detección temprana de la infestación [Piñero & Ruiz-Montiel, 2012]. El mo-
nitoreo y el control basados especifícamente en las feromonas de agregación
y un mayor efecto a través del sinergismo producido por los VOCs de sus
plantas hospederas han sido usados ampliamente en el manejo de muchas
especies de picudos de importancia económica, incluyendo algunos del gé-
nero Anthonomus y Conotrachelus. Por ejemplo, el caso ya mencionado del
ácido grandisoico, la feromona de agregación producida por los machos de
C. nenuphar la cual ha sido empleada de forma eficiente para el monitoreo
y control del picudo de la ciruela en cultivos comerciales [Leskey et al., 2008].
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Dada la dificultad que implica el control del Conotrachelus psidii [In-
suasty et al., 2007,Delgado, 2012,Machuca, 2014], surge la posilidad de usar
semioquímicos como una alternativa para el manejo integrado de esta plaga
de la misma manera que ha sido aplicada en el manejo de otros cuculioní-
deos [Suh et al., 2009]. Esta opción consiste en emplear los VOCs tanto del
hospedero como del propio insecto para detectar y contribuir al manejo de
los adultos de C. psidii.
Los resultados presentados en el capítulo 5 sugirieron que en la comunica-
ción química del C. psidii participan cairomonas como el limoneno así como
una feromona de agregación, de la cual el (1R,2S,6R)-papayanol es uno de
sus componentes. Estos compuestos atrajeron al C. psidii en el laboratorio.
Con el objetivo de verificar la viabilidad de emplear estos compuestos en el
manejo integrado de esta plaga en el cultivo de guayaba, se usaron como
cebos en trampas.
6.2. Metodología
Se emplearon trampas tipo «pirámide» de 12 cm de diámetro de base
y 25 cm de altura (Figura 6.1), referencia Luretape BW 10 (Biocontrole),
empleadas comercialmente para el monitoreo y control de otras especies de
curculionídeos en campo [Tewari et al., 2014]. Este diseño de trampa se eligió
debido a que es el mismo que se usa para el picudo del algodón (Anthono-
mus grandis). El tamaño del insecto, su morfología y su comportamiento son
muy parecidos al del picudo de la guayaba. Se consideró que el color verde
limón de la trampa también podría funcionar, ya que al igual que el picudo
de la guayaba, el del algodón también es atraído por las yemas florales de
su planta hospedera, las cuales presentan una coloración similar [Fernandes
et al., 2001,Cavalcanti-Santos et al., 2003].
Durante el tiempo que duró cada uno de los bioensayos de atracción en
campo, las trampas se revisaron todos los días y se registraron tanto el núme-
ro de capturas como la hora de revisión de las trampas y otras observaciones
tales como la ocurrencia de lluvias y presencia de otros insectos. Al final
de cada uno de los bioensayos se recogieron los insectos presentes y se dife-
renciaron sexualmente en el laboratorio como se mencionó en la sección 4.2.1.
Se evaluó la atracción de insectos adultos de C. psidii hacia los mismos
compuestos probados en el laboratorio (capítulo 5): limoneno, β-cariofileno
y el (1R,2S,6R)-papayanol. Para cada bioensayo de atracción en campo, a
continuación se describirán las características de los tratamientos evaluados,
los cuales siempre incluyeron un tratamiento control (trampa vacía).
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Como liberadores1 se utilizaron bolsas de polietileno de alta densidad:
(1) Calibre 5 de 3 cm2 (PEAD5) y calibre 2 de 4 cm2 (PEAD2), y (3) gomas
de caucho (8 mm O.D. - 18 mm, Sigma-Aldrich) (Figura 6.2).
Figura 6.2: Liberadores empleados para colocar los VOCs en las trampas para
la captura del C. psidii en campo. (1) Polietileno de alta densidad calibre 5, (2)
Polietileno de alta densidad calibre 2, (3) Goma de caucho. Foto: A. Romero-Frías.
La elección de los liberadores se realizó con base en lo reportado en la
literatura ya que debe tenerse un balance entre la retención y la liberación
del VOC. Los empaques de polietileno se han empleado en el desarrollo de
trampas para curculionídeos tales como el Anthonomus rubi Herbst [Cross
et al., 2006] y se usaron en la evaluación de los compuestos volátiles de la
guayaba para estimar las poblaciones de Conotrachelus dimidiatus en Mé-
xico [Tafoya et al., 2011]; estos también han sido usados de forma eficiente
para liberar la feromona rincoforol y monitorear el Rhynchophorus palmarum
L. en plantaciones comerciales de palma de aceite en Colombia [Cenipalma,
2010]. Las gomas de caucho impregnadas con los compuestos que constitu-
yen las feromonas de algunos curculionídeos también se han empleado como
liberadores en campo [McQuate, 2011].
De acuerdo con lo que se mencionó en el capítulo 3, sección 3.2, la ca-
racterización de las cinco fases fenológicas de la guayaba se realizó entre los
meses de abril y mayo, ya que esta es una de las épocas más lluviosas del
año para la cual se ha reportado la presencia del mayor número de insectos
adultos de C. psidii por árbol en la región. Era ideal haber podido realizar
los bioensayos de atracción en campo durante el mismo período; sin embargo,
debido al anuncio del IDEAM2 sobre la ocurrencia del fenómeno del «Niño»
a partir del segundo semestre del año 2014, se decidió realizar los biensayos
en la temporada de finalización de la emergencia del insecto. Debe recordarse
que este fenómeno implica una fuerte sequía, la cual retrasa la emergencia
de los insectos.
1Dispositivos que permiten la retención y liberación controlada de los VOCs.
2Instituto de Hidrología, Meteorología y Estudios Ambientales de Colombia.
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Bioensayo 1
El primer bioensayo se realizó del 31 de mayo al 21 de junio de 2014, en
un lote silvopastoril (2ha) con árboles de más de 20 años de edad, ubicado en
la vereda Popoba Sur, sector Delicias, Municipio de Puente Nacional (San-
tander, Colombia) con coordenadas geográficas 5 52’45” Norte - 73 43’16”
Oeste, en el cual no se realizaba ningún tipo de manejo agronómico. En este
lote se detectó la presencia de adultos de C. psidii (menos de 2 insectos por
árbol). Al momento de instalar las trampas, los árboles se encontraban feno-
lógicamente en la floración y con presencia de frutos cuajados e inmaduros.
Al igual que para la identificación de los VOCs en las cinco fases fenológicas
(capítulo 3) la variedad del cultivo fue regional roja.
A partir de un estudio realizado con el C. dimidiatus en México, se logró
establecer que la colonización del insecto se inicia en las plantas de afuera
hacia adentro através de vuelos cortos desde otros árboles o desde el pasto;
es decir, los picudos no escalan por el tronco; también se evidenció que des-
pués de la colonización, el mayor daño se detecta en los extremos más altos
y en la zona interna de los árboles [Tafoya et al., 2010]. Las observaciones
realizadas para el C. psidii en Colombia, durante el desarrollo de esta investi-
gación, permitieron establecer que el patrón de comportamiento del C. psidii
es muy similar al del C. dimidiatus en México. Por lo anterior, las trampas
se instalaron (una por árbol) de forma aleatoria sobre los extremos de las
ramas del centro de los árboles, lugar en el cual se esperaba que llegaran el
mayor número de picudos.
En este bioensayo de atracción se evaluaron un total de 14 trampas en
las cuales se ensayaron tres liberadores distintos. Los tratamientos evaluados
se muestran en la Tabla 6.2. En cada empaque de polietileno se aplicaron 0,4
mL de compuesto puro y para las combinaciones binarias 0,2 mL de cada
uno, el (1R,2S,6R)-papayanol disuelto en hexano a una concentración de 1000
µg/mL. En el caso de las gomas se impregnaron a temperatura ambiente con
0,2 mL de (1R,2S,6R)-papayanol disuelto en hexano a una concentración de
1000 µg/mL.
Bioensayo 2
El segundo bioensayo se realizó del 18 de julio al 23 de agosto de 2014 en
un lote silvopastoril de guayaba (1 ha), localizado en la vereda Portachuelo,
Municipio de Vélez (Santander, Colombia) con coordenadas geográficas 5
58’07” Norte - 73 40’18” Oeste, en el cual se realizaban prácticas de manejo.
En este lote había presencia de adultos de C. psidii (menos de 3 insectos por
árbol).
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Tabla 6.1: Tratamientos evaluados en el primer bioensayo de atracción del Cono-
trachelus psidii en campo.
Tratamiento Liberador Atrayente
1 - Control (Sin atrayente)
2 - 6 Machos
3 PEAD5 Limoneno
4 PEAD5 (1R,2S,6R)-papayanol
5 PEAD5 Limoneno + (1R,2S,6R)-papayanol
6 PEAD5 β-cariofileno + (1R,2S,6R)-papayanol
7 PEAD2 Limoneno
8 PEAD2 (1R,2S,6R)-papayanol
9 PEAD2 Limoneno + (1R,2S,6R)-papayanol
10 PEAD2 β-cariofileno + (1R,2S,6R)-papayanol
11 Goma (1R,2S,6R)-papayanol
12 Goma (1R,2S,6R)-papayanol
13 Goma (1R,2S,6R)-papayanol
14 Goma (1R,2S,6R)-papayanol
Al igual que para el bioensayo 1, la variedad del cultivo fue regional roja
y no se aplicaron insecticidas durante el período de realización del experi-
mento. Al momento de instalar las trampas, los árboles de más de 30 años
de edad, se encontraban fenológicamente en la floración y con presencia de
frutos cuajados e inmaduros.
Para este bioensayo sólo se evalúo el (1R,2S,6R)-papayanol a una concen-
tración mayor a la probada en el bioensayo 1. Como liberadores se usaron seis
gomas de caucho impregnadas con (1R,2S,6R)-papayanol. Las gomas evalua-
das fueron preparadas en el Laboratório de Semiquímicos del Departamento
de Química de la Universidade Federal do Paraná (Curitiba, PR-Brasil).
Cada goma se impregnó con 50 mg de (1R,2S,6R)-papayanol disuelto en
hexano, la adsorción del compuesto se realizó a temperatura ambiente. Las
gomas fueron herméticamente empacadas y se mantuvieron almacenadas en
el congelador hasta que se expusieron en el campo.
Los tratamientos evaluados en este bioensayo se muestran en la Tabla
6.2, para un total de 8 trampas, en las cuales se probaron tres posiciones
distintas: (1) se colocaron sobre el suelo a 20 cm del tronco con el fin de
interceptar los adultos que se dirijían al follaje, (2) de la misma forma que
en el bioensayo 1, se instalaron (una por árbol) de forma aleatoria sobre los
extremos de las ramas del centro de los árboles, lugar en el cual se esperaba
que llegaran los picudos y (3) de acuerdo con lo sugerido por el proveedor de
las trampas, se colocaron sobre una estaca de 1 m de altura a 20 cm del árbol.
Para cada una de las posiciones (Figura 6.3), se incluyó un control (trampa
vacía, sin compuesto). Al terminar el bioensayo, las gomas se recogieron y se
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almacenaron en recipientes sellados y el headspace de cada uno de ellos se
analizó usando HS-MEFS con una fibra de PDMS/DVB/CAR (50/30µm).
Tabla 6.2: Tratamientos evaluados en el segundo bioensayo de atracción con
(1R,2S,6R)-papayanol del Conotrachelus psidii en campo.
Tratamiento Posición Control Goma impregnada
1 Suelo X
2 Suelo X
3 Suelo X
4 Rama X
5 Rama X
6 Rama X
7 Estaca X
8 Estaca X
Figura 6.3: Posiciones a las cuales fueron evaluadas las trampas para la captura de
Conotrachelus psidii, que contenían gomas impregnadas con (1R,2S,6R)-papayanol.
(1) Sobre el suelo (2) Sobre los extremos de las ramas (3) Sobre una estaca. Foto:
A. Romero-Frías.
Los resultados obtenidos se analizaron con un diseño estadístico univa-
riable en el que cada posición fue evaluada mediante el análisis de varianza
(ANOVA). Para la comparación de medias se usó la prueba de rango múl-
tiple de Duncan con un nivel de significancia α=0.05 (Ver Apéndice F). Se
utilizó el paquete estadístico SAS 9.4 (SAS, 2012).
6.3. Resultados y Discusión
Bioensayo 1
En el período evaluado se tuvieron un total de 8 capturas, las cuales se
dieron en los tratamientos 11(1), 12(3), 13(3) y 14(1), es decir, sólo en las
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trampas en las cuales se colocaron como atrayentes gomas de caucho impreg-
nadas con (1R,2S,6R)-papayanol disuelto en hexano a una concentración de
1000 µg/mL. Ocho días después de que se instalaron las trampas, el conte-
nedor de insectos de la trampa en el cual se colocaron los 6 machos de C.
psidii (tratamiento 2) fue destrozado por los pájaros. En algunas trampas se
encontraron insectos diferentes al C. psidii.
Los resultados obtenidos en este bioensayo de atracción no fueron con-
cluyentes sobre la respuesta en campo del C. psidii frente a los estímulos
químicos de su hospedero natural. Las diferencias encontradas entre los bio-
ensayos en campo y los bioensayos de comportamiento en el laboratorio para
el limoneno podrían atribuirse a la competencia de los VOCs del cultivo mis-
mo. En campo se usaron los compuestos sin diluir y se ha reportado que los
atrayentes pueden llegar a actuar como repelentes cuando sus concentracio-
nes superan ciertos umbrales [Parra, 2009]. También es necesario considerar
que la respuesta frente a los estímulos químicos en los insectos no está dada
exclusivamente por uno o por pocos VOCs del hospedero; puede tratarse de
una mezcla de compuestos que aislados son comunes en muchas plantas pero
al estar en mezcla actúan de forma sinérgica [Pureswaran et al., 2004], tal
como se ha reportado para el enrollador de la hoja del manzano Bonagota
cranaodes Meyrick [Coracini et al., 2003] y para el C. dimidiatus en Méxi-
co [Tafoya et al., 2011].
También es importante considerar que posiblemente los liberadores selec-
cionados no hayan sido los más apropiados para los VOCs evaluados. Para
confirmar esto se requieren otros estudios a partir de los cuales se evaluen las
proporciones de liberación de los compuestos en los liberadores propuestos
bajo condiciones de campo3.
El bajo número de capturas que se obtuvo al emplear el (1R,2S,6R)-
papayanol puede atribuirse a la época del año en la cual se realizó el bioen-
sayo, ya que como se describió, existe un patrón de fluctuación de la población
de C. psidii [Insuasty et al., 2007]: los adultos emergen del suelo con la apa-
rición de las primeras lluvias en marzo, incrementando significativamente su
población en abril, en donde se presentan los niveles más altos de pluviosidad.
Este bioensayo se realizó durante el mes de junio en el cual se presentaron
algunas lluvias esporádicas, pero es posible que el período de emergencia
del insecto ya hubiera terminado por completo y los adultos aún presentes
en campo no se encontrarán en las condiciones fisiológicas apropiadas para
responder a los estímulos químicos suministrados.
3Por ejemplo para los liberadores de polietileno, la liberación ocurre a través de los
poros del plástico y se produce de acuerdo con la volatilidad de cada compuesto y la
afinidad química entre el compuesto a liberar y el polímero; en estos casos la proporción
de la liberación puede establecerse por la medida del remanente de cada compuesto a
través del tiempo, una opción sería a través del registro diario del peso de los liberadores,
el cual ha sido reportado en estudios anteriores [Tafoya et al., 2011].
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Bioensayo 2
Antes de ser expuestas en campo, una de las gomas previamente im-
pregnadas con (1R,2S,6R)-papayanol se colocó en un recipiente sellado y su
headspace se analizó por CG-EM utilizando la metodología HS-MEFS con
una exposición de 24 h y una fibra triple (PDMS/DVB/CAR, 50/30µm).
El compuesto fue detectado e identificado, lo cual indicó que las gomas
podían ser expuestas en campo. La misma goma se dejó en un recipiente
destapado en el laboratorio y cada semana, durante ocho semanas, se selló
y analizó utilizando la misma metodología. A partir de estos resultados se
confirmó que al menos durante el período de 8 semanas, el compuesto con-
tinuaba siendo liberado lo que indicó que la liberación del compuesto en la
goma de caucho usada como liberador era lenta. La evolución del logaritmo
del área del pico cromatográfico obtenido puede verse en la Figura 6.4.
Figura 6.4: Variación del logaritmo del área del pico cromatográfico a través del
tiempo para una goma de caucho impregnada con (1R,2S,6R)-papayanol.
A diferencia del bioensayo 1, en este se evalúo la posición de las trampas
y como cebo se empleó sólo el compuesto de la feromona de agregación del
C. psidii, usando como único liberador gomas de caucho. Las capturas de los
insectos se dieron sólo en trampas que contenían (1R,2S,6R)-papayanol y se
distribuyeron como se observa en la Figura 6.5.
A pesar de que al colocar las trampas en el suelo se tuvo una mayor
proporción de capturas, no se encontraron diferencias estadísticamente sig-
nificativas en función de la posición de las trampas. Los resultados de este
bioensayo indicaron que las tres posiciones evaluadas podrían servir para
capturar los picudos, pero no son conclusivos respecto a cuál de las tres sería
la más eficiente.
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Figura 6.5: Porcentaje de insectos adultos de C. psidii capturados en campo de
acuerdo con la posición de la trampa. Los porcentajes de captura no fueron esta-
dísticamente diferentes entre sí de acuerdo con la prueba de Duncan realizada con
un nivel de probabilidad del 5%.
Al terminar el segundo bioensayo en campo, las gomas se recogieron y
se almacenaron en recipientes sellados. Se realizó un análisis por CG-EM del
headspace de cada una de ellas usando la técnica HS-MEFS con exposición
de 1h y una fibra triple (PDMS/DVB/CAR, 50/30µm). En todos los casos se
detectó e identificó la presencia del (1R,2S,6R)-papayanol. Esto indicó que
la liberación de este compuesto en las gomas de caucho era bastante lenta y
que a pesar de haber sido expuestos por más de un mes bajo condiciones de
campo, el compuesto no agotó ni se degradó.
Al igual que para el bioensayo 1 se presentaron pocas capturas, esto po-
siblemente puede deberse a que la velocidad de liberación fue muy baja para
lograr el estímulo y atraer de forma considerable a los insectos o bien porque
este bioensayo tampoco se realizó en la época de mayor población del C.
psidii.
A partir de la diferenciación sexual de los insectos adultos capturados en
las trampas durante los dos bioensayos se estableció que todos eran hembras,
lo cual concordaba con lo esperado para el período en el que se llevaron a
cabo estos ensayos, ya que la emergencia del insecto en la región práctica-
mente había finalizado. Según lo observado durante las capturas de insectos
en campo, los primeros que emergen son los machos y por lo mismo son los
primeros que mueren.
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6.4. Conclusiones
Se evaluaron algunos VOCs provenientes del hospedero natural y del
propio insecto como atrayentes del C. psidii bajo condiciones de campo y
los resultados permiten concluir que:
El (1R,2S,6R)-papayanol, componente de la feromona de agregación
del C. psidii, atrajo a los insectos adultos en el campo.
Las trampas tipo pirámide escogidas permitieron retener los adultos
de C. psidii y mostraron ser resistentes a las condiciones climáticas de
los cultivos de guayaba.
6.5. Perspectivas
A pesar de que los resultados son promisorios, la estrategia de mane-
jo propuesta a partir de esta investigación requiere de mayores estudios de
campo. Para optimizar la eficiencia del sistema varios aspectos deben consi-
derarse:
Se requiere establecer el liberador idóneo para los compuestos identifi-
cados.
Se debe evaluar el efecto de utilizar simultáneamente el papayanol y el
papayanal propuestos como componentes de la feromona de agregación
del C. psidii.
Se sugiere hacer los bioensayos en la época del año en la cual se presenta
la mayor población de adultos de C. psidii.
Para definir la posición en la cual se deben utilizar las trampas se
requieren otros estudios de campo en los cuales se evalúen los com-
portamientos de apareamiento, vuelo y desplazamiento del C. psidii,
ya que el conocimiento de estos podría asegurar una instalación más
eficiente.
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Capítulo 7
Conclusiones generales
El desarrollo de esta investigación permitió aplicar una ciencia básica
como la química a un área tan importante para nuestro país como lo es la
ciencia agraria.
Por primera vez se identificaron los VOCs asociados a las cinco fases
fenológicas de la guayaba en las cuales se detecta la presencia del Co-
notrachelus psidii y se confirma el papel del limoneno como cairomona
en la interacción Psidium guajava L.-Conotrachelus psidii Marshall.
Se estableció que en la interacción insecto-insecto participan el (1R,2S,6R)-
papayanol y el (1R,2S,6R)-papayanal como componentes de la feromo-
na de agregación del Conotrachelus psidii.
Se identificó por primera vez en la naturaleza (1R,2S,6R)-papayanal
como un compuesto macho-específico del Conotrachelus psidii.
La atracción de los insectos adultos de Conotrachelus psidii hacia el
(1R,2S,6R)-papayanol bajo condiciones de campo, indica que este com-
puesto puede ser usado como atrayente e incorporado como una herra-
mienta potencial dentro del programa de manejo integrado de este
insecto-plaga.
En la comunicación del Conotrachelus psidii participan cairomonas
provenientes de su planta hospedera y una feromona de agregación
macho-específica. Los semioquímicos identificados en este estudio po-
drán ser usados como atrayentes en trampas para la detección, el mo-
nitoreo y el manejo del Conotrachelus psidii en cultivos de guayaba.
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Perspectivas
Evaluar en campo las condiciones requeridas para la implementación
de las trampas con semioquímicos como atrayentes para la captura del
Conotrachelus psidii.
Transferir el conocimiento adquirido para que estudios similares sean
realizados con otros insectos-plaga que afectan cultivos comerciales de
importancia socio-económica.
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Apéndice A
Espectros de masas de los
VOCs
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Apéndice B
Resultado de la identificación
de la especie bajo estudio
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Apéndice C
Espectros de RMN 1H y 13C
del (1R,2S,6R)-papayanol y el
(1R,2S,6R)-papayanal
sintéticos
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Apéndice D
Permisos fitosanitarios
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Apéndice E
Prueba chi-cuadrado de las
respuestas olfatométricas
No Bioensayo Machos Hembras
F C SR T P F C SR T P
1 Extracto HSD de la yemafloral 22 9 6 37 0.0196 26 9 5 40 0.0041
2 Extracto HSD del frutocuajado 21 7 7 35 0.0082 24 10 4 38 0.0164
3 Limoneno (100µg/mL) 25 6 7 38 0.0006 21 6 13 40 0.0039
4 β-cariofileno (100µg/mL) 7 28 5 40 0.0004 17 19 4 40 0.7389
5 Extracto HSD de los ma-chos + alimento 24 6 2 32 0.0010 19 3 3 25 0.0007
6 (1R,2S,6R)-papayanol(1µg/mL) 21 10 8 39 0.0482 19 14 7 40 0.3841
7 (1R,2S,6R)-papayanol(10µg/mL) 20 4 6 30 0.0011 14 2 10 26 0.0027
8 (1R,2S,6R)-papayanol(100µg/mL) 22 9 6 37 0.0196 26 9 5 40 0.0041
9 Limoneno (100ug/mL) +(1R,2S,6R)-papayanol 18 8 5 31 0.0499 16 12 6 34 0.4497
10 β-cariofileno (100ug/mL)+ (1R,2S,6R)-papayanol 12 8 9 29 0.3711 5 13 11 29 0.0593
11 S (-)-limoneno(100µg/mL) 10 4 4 18 0.1088 14 1 5 20 0.0008
12 R(+)-limoneno(100µg/mL) 15 2 3 20 0.0016 7 5 8 20 0.5637
F, Fuente. C, Control. SR, Sin respuesta. T, Total. P , Significancia estadística.
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Apéndice F
ANOVA del bioensayo 2
Análisis de varianza (ANOVA) y prueba de rango múltiple de Duncan
con un nivel de significancia α=0.05.
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